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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue identificar y cuantificar los isotiocianatos y
derivados de los glucosinolatos (GLS) de mashua (Tropaeolum tuberosum) producidos en
el metabolismo de animales de experimentacion (ratas). Una etapa previa del trabajo
consistio en obtener los GLS de mashua, los resultados obtenidos mostraron que el contenido
de GLS totales de las harinas de los tubérculos de mashua disminuyeron durante el tiempo
de almacenamiento poscosecha. La purificacion de los GLS de la harina de mashua mostré
que la Polivinilpolipirrolidona eliminé los compuestos fendlicos totales en el rango de 50-
55 por ciento, mientras que el porcentaje de recuperacion de GLS totales fue de 61 por ciento.
Para el ensayo in vivo se utilizé 54 ratas albinas machos de la raza Holtzman agrupadas al
azar en tres grupos (tratamientos): T1 (control, tracto gastrointestinal no colonizado (BAL-)
y no dosificadas con glucosinolatos (GLS-)), T2 (control colonizacion negativa, BAL- y
dosificadas con glucosinolatos (GLS+)) y T3 (tratamiento en estudio, tracto gastrointestinal
colonizado (BAL+) y GLS+). La colonizacion se realizé mediante dosificacion oral de
1.4x10° UFC de bacteria acido lactica (BAL), Lactobacillus rhamnosus GG, durante 30 dias
consecutivos. Los animales GLS+, fueron dosificados oralmente con una Unica dosis de 65.2
mg (148.7 pumol) de GLS totales/Kg de peso vivo el dia 31 del ensayo. Se recolectaron
muestras de heces, orina y plasma sanguineo a las 1, 3, 5, 9, 24 y 30 horas de los tres
tratamientos de dosificacion de GLS(+) o GLS(-). Los resultados mostraron que el probiotico
colonizé el tracto gastrointestinal a los 20 dias. Respecto al metabolismo in vivo de los GLS,
solo la glucoaubrietina (GAU) fue detectada en cantidades trazas hasta las 3 horas en
muestras de plasma de los tratamientos T2 y T3, lo que evidencid que fue absorbida y pasé
a la circulacion enterohepatica. La GAU fue eliminada en las heces (0.01 y 0.03 por ciento
de la dosis oral, para los tratamientos T2 y T3, respectivamente) y en orina (0.60 y 0.62 por
ciento de la dosis oral, para los tratamientos T2 y T3, respectivamente). Finalmente, se
concluye que el consumo de GLS por animales de experimentacion son absorbidos y
metabolizados, dando origen a isotiocianatos, nitrilos, entre otros compuestos que han sido
relacionados beneficios para la salud, estos compuestos se ven incrementados cuando el

probidtico L. rhamnosus GG coloniza el tracto gastrointestinal.

Palabras claves: Mashua; Tropaeolum tuberosum; glucosinolato; metabolismo;

Lactobacillus rhamnosus GG; isotiocianato.



ABSTRACT

The aim of this study was to identify and quantify the isothiocyanates and glucosinolate
derivatives (GLS) of mashua tuber (Tropaeolum tuberosum) produced in the metabolism of
experimental animals (rats). A previous stage of the present work consisted in obtaining the
GLS of mashua, the results obtained showed that the content of total GLS of the flours of
the mashua tubers decreased during the postharvest storage time. The purification of GLS
from mashua tuber flours showed that the Polyvinylpolypyrrolidone eliminated the total
phenolic compounds in the range of 50-55 percent, while the recovery percentage of total
GLS was 61 percent. For the in vivo study, 54 Holtzman male albino rats were randomly
distributed into three groups (treatments): T1 (control, non-colonized gastrointestinal tract
(BAL-) and not dosed with glucosinolates (GLS-)), T2 (negative colonization control, BAL-
and dosed with glucosinolates (GLS+)) and T3 (treatment under study, colonized
gastrointestinal tract (BAL+) and GLS+). Colonization was carried out by oral dosing with
1.4x10° CFU of Lactobacillus rhamnosus GG (BAL) per day for 30 days. The animals
(GLS+) were orally dosed with a single dose of 65.2 mg (148.7 pumol) of total GLS/Kg of
body weight on day 31 of study. Feces, urine and blood plasma samples were collected at 1,
3,5, 9, 24 and 30 hours from the three dosing treatments GLS(+) or GLS(-). The results
showed that the probiotic bacterium colonized the gastrointestinal tract at 20 days. In respect
to the in vivo metabolism of GLS, only glucoaubrietin (GAU) was detected in trace amounts
up to 3 hours in blood plasma samples from treatments T2 and T3, which showed that it was
absorbed and subjected to the enterohepatic circulation. The GAU was excreted in the feces
(0.01 and 0.03 percent of the oral dose, for treatments T2 and T3, respectively) and urine
(0.60 and 0.62 percent of the oral dose, for treatments T2 and T3, respectively). It can be
concluded that the consumption of GLS by experimental animals are absorbed and
metabolized, which produced isothiocyanates, nitriles, among other compounds that have
been related to health benefits, these compounds are increased when the L. rhamnosus GG

probiotic bacterium colonizes the gastrointestinal tract.

Keywords: Mashua; Tropaeolum tuberosum; glucosinolate; metabolism; Lactobacillus

rhamnosus GG; isothiocyanate.



l. INTRODUCCION

La mashua (Tropaeolum tuberosum), conocida como “afiu”, “isano” o “cubio”, es una planta
herbacea perenne de origen andino. Su &rea de distribucion se extiende desde Colombia hasta
el norte de Argentina, entre los 2,400 hasta 4,300 m.s.n.my las mayores areas de siembra se
encuentran en Pert y Bolivia (Manrique et al. 2013). Posee propiedades bactericidas,
nematicidas, fungicidas, insecticidas y repelente de insectos por lo que se siembra en

asociacion con otros tubérculos mas susceptibles como la papa y la oca (Suquilanda s.f.).

La mashua es un tubérculo que aporta un bajo contenido de energia, mayor valor de fibra
dietaria y mayores valores de vitaminas Ay C, en relacién a la papa, olluco y oca (Reyes et
al. 2017). La mashua también es importante por su contenido de compuestos fendlicos
totales y antocianinas (Chirinos et al. 2006); dentro de los compuestos fendlicos se destaca
la presencia del acido galico y compuestos derivados de los flavanoles, flavonoles, acido
cinamico y acidos hidroxibenzoicos; la delfinidina-3-glucésido y pelargonidina-3-glucosido
constituyen las antocianinas mas representativas (Santayana 2018). La mashua también es
una fuente importante de glucosinolatos, donde se puede encontrar a la glucoaubrietina (4-
metoxibencil glucosinolato), glucotropaeolina (bencil glucosinolato), p-hidroxibencil
glucosinolato (glucosinalbina) (Campos et al. 2019); y también a la glucolimnantina (m-

metoxibencil glucosinolato) (Ortega et al. 2006).

En humanos, los glucosinolatos ingeridos se convierten en diversos productos de
degradacion (isotiocianatos, tiocianatos, indoles, entre otros) cuando los vegetales que los
contienen son masticados, porque durante este proceso entran en contacto con la enzima
mirosinasa, que los hidroliza (Vig et al. 2009). El sistema digestivo humano no produce
mirosinasa, se sostiene que la conversion de glucosinolatos a isotiocianatos es mediada por
la accion de la microbiota del colon (Dinkova-Kostova y Kostov 2012). Los isotiocianatos
son compuestos lipofilicos no nutrientes y siguen los mismos eventos biotransformativos
que los compuestos xenobidticos y estan sujetos a una respuesta metabdlica en el higado y
el intestino delgado (Johnson et al. 2016).



Los glucosinolatos e isotiocianatos de la mashua tienen propiedades especificas, Natella et
al. (2014), reportaron que la glucosinalbina puede actuar como un antioxidante ya que es
muy activa en la eliminacién de radicales ABTS; Tawfiq et al. (1995), reportaron que la
glucosinalbina actia como un agente bloqueador contra la carcinogénesis al inducir la
actividad de la enzima marcadora de la fase 11 anticancerigena (quinona reductasa). Por otro
lado, la glucoaubrietina tiene accion biologica en la inhibicidn del crecimiento fungico del
patégeno de la papa Phytophthora infestans (Martin e Higuera 2016). En relacion a los
isotiocianatos de la mashua, Li et al. (2011), reportaron que la identificacion de especies de
bacterias intestinales asociadas con la conversion de glucosinolatos en isotiocianatos podria
servir de estrategias prebidticas y probioticas para alterar la producciéon in vivo de
isotiocianatos, permitiendo a las personas obtener mas beneficios para la salud a partir del
consumo de vegetales cruciferos. En ese sentido, Johns et al. (1982), reportaron que el bencil
isotiocianato (derivado de la hidrdlisis de la glucotropaeolina) y el 4-metoxibencil
isotiocianato (derivado de la hidrolisis de la glucoaubrietina) poseen capacidad
antimicrobiana contra el hongo Candida albicans; y contra las bacterias Escherichia coli y
Staphylococcus albus. En referencia al isotiocianato de la glucosinalbina (4-hidroxibencil
isotiocianato), La Marca et al. (2012), reportaron que este isotiocianato es un inductor
efectivo de genes antioxidantes/desintoxicantes regulados por ARE/Nrf2 y tienen el
potencial de inhibir, al menos en el higado de rata, la bioactivacién de carcin6genos
dependientes de la catélisis CYP3A2. El consumo de la mashua, permite incorporar al
organismo propiedades no solo nutricionales, sino también propiedades quimiopreventivas
que son capaces de reducir el riesgo de desarrollar diversas condiciones patolégicas, entre

ellas las enfermedades de base inflamatoria (Caballero-Gutiérrez y Gonzalez 2016).

Por lo expuesto, el objetivo general del presente trabajo de investigacion fue identificar y
cuantificar los isotiocianatos y derivados de los glucosinolatos de mashua (Tropaeolum
tuberosum) producidos en el metabolismo de animales de experimentacion (ratas). Los
objetivos especificos fueron: 1) Evaluar el contenido y perfil de glucosinolatos en las harinas
de tubérculos de mashua sometidas a estrés abidtico; 2) Evaluar el contenido y perfil de
glucosinolatos durante la purificacion de glucosinolatos con Polivinilpolipirrolidona (PVPP)
de harina de los tubérculos de mashua; y 3) Evaluar el efecto de la dosificacion con

Lactobacillus rhamnosus GG sobre la colonizacion en el tracto gastrointestinal de ratas.



1. REVISION DE LITERATURA

21. LA MASHUA

2.1.1. Generalidades

La mashua (Tropaeolum tuberosum), conocida también como “afiu”, “isafio” 0 “cubio”, es
una planta herbacea perenne de origen andino. Su &rea de distribucion se extiende desde
Colombia hasta el norte de Argentina, entre los 2,400 hasta 4,300 m.s.n.m. También se
cultiva en Nueva Zelanda y Canada. Las mayores areas de siembra se encuentran en Peru y
Bolivia, donde se cultivan en asociacion con otros tuberculos como la oca (Oxalis tuberosa),

el ulluco (Ullucus tuberosus) y la papa (Solanum tuberosum) (Manrique et al. 2013).

Es un tubérculo que posee una gran facilidad para desarrollarse en suelos pobres, sin uso de
fertilizantes y pesticidas. Ademas, tiene propiedades bactericidas, nematicidas, fungicidas,
insecticidas y repelente de insectos, por las que se siembra juntamente con otros tubérculos
maés susceptibles como la papa y la oca (Suquilanda s.f.).

Desde el punto de vista botanico, es una planta herbacea anual de 20 a 90 centimetros de
altura y tiene un periodo vegetativo que varia de 180 a 280 dias. Durante su periodo de
cosecha puede llegar a tener un rendimiento que varia entre los 18,000 a 48,000 kg/ha de
tubérculos frescos (Velarde y Rios 2009). Los tubérculos tienen yemas alargadas y
profundas, son de forma conica o elipsoidal y se pueden clasificar en: (a) tubérculos de color
uniforme generalmente blanco, amarillo o anaranjado, (b) tubérculos con pigmentos de
antocianina ubicados s6lo en las yemas, (c) tubérculos muy coloreados en las yemas con
antocianinas y (d) tubérculos con yemas pigmentadas y con franjas longitudinales rojas o

moradas (Tapia y Fries 2007).

De acuerdo al color del tubérculo, los pobladores peruanos le asignan los siguientes nombres

tradicionales: (a) “‘Yana afiu” para los tubérculos negros, (b) “Kello aiu” para los tubérculos



amarillos, (¢) “Muru afiu” para los tubérculos morados, (d) “Puka afu” para los tubérculos
rojizos, entre otros (Velarde y Rios 2009). Siguiendo el mismo criterio, se han reconocido
muchas variedades como: blanca, amarilla, chaucha, morada y zapallo. La mashua blanca es
una variedad rara, pequefia y precoz, mientras que la mashua amarilla es las mas difundida

y alcanza un mayor tamafio que la chaucha (Suquilanda s.f.).

2.1.2. Clasificacion taxondmica

Segun el Sistema de Informacion Taxondémica Integrada (ITIS 2017) la mashua esta ubicada

en la siguiente jerarquia taxonomica:

Reino : Plantae

Division : Tracheophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Brassicales

Familia : Tropaeolaceae

Género : Tropaeolum L.

Especie : Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.

2.1.3. Composicién nutricional y fitoquimica

La mashua es un tubérculo que posee atributos interesantes (Cuadro 1) ya que es un cultivo
que aporta un bajo contenido de energia en comparacion a la papa, olluco y oca. Asimismo,
aporta un mayor valor de fibra dietaria y ademas contiene mayores valores de vitaminas A

y C, en comparacion con la papa, olluco y la oca (Reyes et al. 2017).

La mashua también es importante por su contenido de compuestos fendlicos totales y
antocianinas. Chirinos et al. (2006), reportaron que tres genotipos de mashua morada tienen
contenidos de compuestos fendlicos totales en el rango de 174.9 a 275.5 miligramos de acido
gélico equivalente por cada 100 gramos de materia fresca y poseen contenidos de
antocianinas en el rango de 45.5 a 131.9 miligramos de cianidina-3-glucésido equivalente
por cada 100 gramos de materia fresca. En ese sentido, Chirinos et al. (2007), han
recomendado cosechar a la mashua después de 7 meses para lograr obtener un mayor

contenido de carotenoides y antocianinas (mayor capacidad antioxidante) en cultivos de
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mashua de genotipos amarillo y morado, respectivamente. Santayana (2018), report6 que
dentro de los compuestos fenolicos de la mashua se puede destacar la presencia de acido
galico y compuestos derivados de los flavanoles, flavonoles, acido cindmico y acidos
hidroxibenzoicos. La delfinidina-3-glucésido y pelargonidina-3-glucosido constituyen las

antocianinas mas representativas de la mashua.

Cuadro 1:

de parte comestible)

Composicion nutricional de tubérculos andinos del Pera (por 100 gramos

Papa amarilla Olluco Oca
Componente Mashua S S L
sin cascara sin cascara sin cascara
Energia (Kcal) 32.00 101.00 59.00 53.00
Agua (g) 88.00 73.20 83.70 83.00
Proteinas (g) 0.70 2.00 1.10 0.70
Grasa total (g) 0.10 0.40 0.10 n.d.
Carbohidratos 10.60 23.30 14.30 15.60
totales (Q)
Fibra dietaria (g) 2.90 0.40 * 2.40
Cenizas (g) 0.50 1.10 0.80 0.70
Vitamina A (pg) 12.00 n.d. 5.00 n.d.
Vitamina C (mg) 42.06 9.00 11.50 23.92
n.d. : El nutriente no se encuentra presente o esta en cantidades traza
* : No reportado o desconocido

FUENTE: Reyes et al. (2017)

La mashua también es fuente de glucosinolatos. En ese sentido, Ortega et al. (2006), han
identificado y cuantificado los glucosinolatos presentes en: 240 accesiones de mashua del
Cuzco, 102 colecciones de mashua cultivadas por el Centro Internacional de la Papa (CIP-
Per() y en 39 accesiones silvestres de mashua del Cuzco y reportaron que el contenido total
de glucosinolatos fluctu6 entre 0.27 a 50.74 micromoles por gramo de materia seca,
identificando principalmente los glucosinolatos aromaticos como la glucosinalbina (4-
hidroxibencil glucosinolato), glucotropaeolina (bencil glucosinolato) y la glucolimnantina
(m-metoxibencil glucosinolato). De la misma manera, Arias (2011) report6 que el contenido
total de glucosinolatos de 65 accesiones de mashua de Colombia estuvieron en el rango de
1.20 a 30.40 micromoles por gramo de materia seca. Campos et al. (2019), reportaron que
el contenido de glucosinolatos totales en diez cultivares de mashua se encontro en el rango

de 4.9 a 54.2 micromoles por gramo de materia seca, de los cuales el 96 al 99 por ciento
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correspondié al glucosinolato glucoaubrietina, mientras que otros glucosinolatos como la
glucotropaeolina y dos isomeros del hidroxibencil glucosinolato fueron los menos

abundantes.

2.1.4. Usos tradicionales de la mashua

A la mashua se le atribuye propiedades anafrodisiacas desde la época de los incas, que la
incluian en la alimentacion de sus soldados (Suquilanda s.f.). En ese sentido, Leiva-Revilla
et al. (2012), reportaron que ratas alimentadas con mashua mostraron valores mas bajos de
produccion diaria de esperma. Sin embargo, estos efectos adversos pueden ser reversibles

después de 24 dias de suspension del tratamiento.

Debido al sabor picante que posee, la mashua debe ser expuesta a la luz solar durante unos
dias para mejorar su dulzor y palatabilidad. Esta practica aumenta el contenido de azlcar,
probablemente al inducir la degradacion del almidén y la reduccidn de los isotiocianatos
(Grau et al. 2003). Por otro lado, los tubérculos de mashua también son expuestos por una
noche a los efectos de la helada y al dia siguiente los consumen acompafiados con miel de
cafia con la finalidad de eliminar calculos renales y dolencias prostaticas (Beltran y Mera
2013). Asimismo, la mashua al igual que la oca es previamente cocida para ser consumida,
donde la mashua negra es considerada como antibiético y calmante contra problemas
renales, anemia e inflamacion de la prostata (Aruquipa et al. 2017).

2.1.5. Situacién actual de la mashua en el mercado nacional

La produccion de mashua en el Pert en el afio 2019 fue de 43,213 miles de toneladas,
produccion inferior a otros tubérculos andinos como la papa, el olluco y la oca. A pesar de
su menor produccion anual, comparado con la papa (53°310,063 miles de toneladas), el
olluco (198,122 miles de toneladas) y la oca (97,247 miles de toneladas), la mashua es un

cultivo que tiene importantes propiedades nutricionales (Santamaria et al. 2020).

Segun la campafia agricola 2017 - 2018, la superficie sembrada de mashua a nivel nacional
fue de 6,485 hectareas, siendo las regiones de Ayacucho, Cusco, Apurimac, Puno y
Huancavelica las regiones con mayores areas sembradas: 1,372; 1,214; 991; 982 y 924
hectéreas, respectivamente (SIEA 2018).



En base a la produccién agropecuaria anual, se ha observado un crecimiento en la produccion
desde el afio 2010 al 2019, reportandose un crecimiento desde 29.2 a 43.2 miles de toneladas
de mashua, respectivamente, lo cual representa un incremento del 47.9 por ciento. De igual
manera, se ha incrementado el valor de la produccion desde el afio 2010 al 2019, de 10.3 a
15.3 millones de soles, lo cual representa un incremento del 48.5 por ciento (Santamaria et
al. 2020).

2.2. GLUCOSINOLATOS

Los glucosinolatos estan presentes en dieciseis familias de angiospermas dicotiledoneas que
incluyen un gran nimero de especies comestibles, especialmente en la familia Brassicaceae
(cruciferas) que incluye a las hortalizas de consumo como la col, coliflor, brécoli, mostaza,
rabano, entre otros (Fahey et al. 2001; Verkerk et al. 2009). Asimismo, son un grupo bien
definido de metabolitos especializados que tienen su bioquimica y estructura caracteristica,
de tal manera que, se ha estimado que el nimero total de glucosinolatos documentados de la
naturaleza es alrededor de 132; pero, también existen estructuras adicionales que no estan
suficientemente documentadas (Agerbirk y Olsen 2012). Se ha informado que al menos 500
especies de angiospermas dicotiledoneas no cruciferas contienen uno 0 mas glucosinolatos.
Los glucosinolatos se han agrupado en varias clases quimicas en base a sus similitudes
estructurales. Los glucosinolatos mas estudiados son los glucosinolatos alifaticos, -

metiltioalquilo, arométicos y heterociclicos (ind6licos) (Fahey et al. 2001).

Estructuralmente, los glucosinolatos (Figura 1) estan conformados por una parte por la -D-
glucopiranosa (glucésido), un azufre ligado a un B-tioglucésido-N-hidroxisulfato y una
cadena variable lateral derivada de un aminoécido, denominada como radical "R" (aglicona)
(Johnson et al. 2016). Los glucosinolatos se encuentran en el liquido intersticial celular y
cuando se dafia este tejido, se ponen en contacto con las tioglucosidasas glucohidrolasas,
también llamadas mirosinasas que se encuentran en los idioblastos (Villatoro 2011). Los
glucosinolatos son hidrolizados enziméaticamente (por accion de las enzimas mirosinasas) o
no enzimaticamente para producir nitrilos o isotiocianatos dependiendo de condiciones
como el pH y la temperatura (Kala et al. 2018). Ademas, pueden formar oxazolidina-2-tiona,
nitrilos, epitionitrilos y tiocianatos. La naturaleza de los productos de hidrolisis depende
principalmente de la estructura de la cadena lateral del glucosinolato, pero también de la

especie vegetal y de las condiciones de reaccion como el pH (Wittstock y Halkier 2002). Los
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glucosinolatos se caracterizan por tener un grupo isotiocianato sulfatado en el centro
(conjugado con la tioglucosa) y unida al grupo "R"; por ello, tanto la glucosa como el
carbono central del isotiocianato sufren modificaciones. Esto da como resultado una amplia
diversidad de glucosinolatos que se clasifican en términos generales como alquilo,
aromatico, benzoato, indol, multiples cadenas laterales glicosiladas que contienen azufre
(Clarke 2010).

Figura 1: Estructura quimica de los glucosinolatos

a) grupo oxima sulfonada, b) enlace del azufre ligado al B-tioglucésido-N-hidroxisulfato, c)
enlace tioglicosidico, d) B-D-glucopiranosa (glucosido). Radical y (a) forman la parte
aglicona

FUENTE: Adaptado de Brekalo (2015), Avato y Argentieri (2015)

Los glucosinolatos y sus productos de degradacion ‘“isotiocianatos” otorgan un aroma
pungente y un sabor amargo a las plantas comestibles como el rdbano, ademas, sirven como
bioplaguicidas que protegen a las plantas contra los ataques de insectos herbivoros y de
patégenos microbianos (Johnson et al. 2016). Referente a los glucosinolatos de la mashua,
Campos et al. (2019) han estudiado los glucosinolatos presentes en diez cultivares de mashua
e identificaron tres tipos de glucosinolatos aromaticos como el 4-metoxibencil glucosinolato
(glucoaubrietina), bencil glucosinolato (glucotropaeolina) y el p-hidroxibencil glucosinolato

(glucosinalbina). De la misma manera, Ortega et al. (2006) han identificado en mashua
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glucosinolatos aromaticos como la glucosinalbina, glucotropaeolina y la glucolimnantina.
Segun la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG 2020), los glucosinolatos

presentes en la mashua tienen las estructuras que se muestran en la Figura 2.

(a)
N'O\ ’/O

ZN""s

7 “OH
L
Ho\( OH

0 ~\+OH
HO ~oH
HO
(©)
/N'O‘ 7
7 “OH
()Y o
HO “oH
HO
Figura 2: Estructura de glucosinolatos: a) Glucosinalbina, b) Glucoaubrietina y c)

Glucotropaeolina
FUENTE: KEGG (2020)

2.2.1. Isotiocianatos

Los isotiocianatos son compuestos que tienen la estructura general de R—N=C=S, donde su
molécula precursora conocida como glucosinolato puede ser hidrolizado enzimaticamente
(bajo el efecto del complejo mirosinasa) 0 no enziméaticamente que depende de las

condiciones del pH y latemperatura (Kala et al. 2018). El radical “R” del isotiocianato puede



ser un grupo alquilo o arilo (Sharma et al. 2016). El proceso de formacién de los
isotiocianatos (Figura 3) inicia cuando el enlace tioglicosidico de un glucosinolato es
hidrolizado, donde la glucosa se libera y se forma una aglicona inestable. Los fragmentos de
la aglicona eliminan el sulfato (SO4%") y se forma el isotiocianato. Todos los glucosinolatos
eliminan sulfato y sulfuro de hidrogeno (H2S) y forman nitrilos R-C=N, en presencia de
agentes reductores como los iones ferrosos y ascorbato. Algunos glucosinolatos dan origen
a otros productos como el epitionitrilo y los derivados de oxazolidina y dependen del tipo de

glucosinolato, la temperatura, el pH y la presencia de agentes reductores (Wu et al. 2009).

CH,OH
HO H
@ Glucosa
H OH
503 OH H
o
I +
R //N CH,OH -
S H | Mirosinasa 0/503 R-N=C=S
H HO — N —
H OH | (+H,0) R—’( (-5047) Isotiocianato
OH H SH
Glucosinolato Aglicona
(+Fe?*;-5047] (-s04%)
& H,S)
R-C=N R-S-C=N
Nitrilo Tiocianato
Figura 3: Hidrolisis de los glucosinolatos mediante la accion de la enzima

mirosinasa y formacion de isotiocianatos
FUENTE: Wu et al. (2009)

Los isotiocianatos son compuestos organosulfurados beneficiosos para la salud y como
electrofilos tienen la capacidad de unirse y modificar directamente los compuestos que
contienen tiol como el glutation y la proteina celular, incluida la tubulina (Khamis y Heikkila
2018). En ese sentido, son compuestos bioactivos y altamente reactivos debido a que realizan

un ataque nucleofilico en el atomo de carbono central deficiente de electron. En esta
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reaccion, el ataque de diferentes grupos quimicos forma diferentes compuestos inestables
(Sharma et al. 2016). Los isotiocianatos atacan facilmente a los tioles y las aminas, pero
dicha actividad esta ligada a su reactividad con los grupos sulfhidrilo. EI &tomo de carbono
del grupo isotiocianato (-N=C=S) es altamente electrofilico y reacciona con las aminas,
tioles e hidroxilos para generar tiourea, tiocarbamatos y carbamatos, respectivamente
(Dufour et al. 2015). Asimismo, el ataque nucleofilico de los isotiocianatos mediante su
grupo tiol forma los ditiocarbamatos R-N(=S)-SR y la reaccion se denomina
tiocarbamoilacion (Wu et al. 2009). Estas reacciones son espontaneas y bajo condiciones
fisioldgicas estos compuestos son inestables y se someten facilmente a una reaccion inversa
que resulta en el establecimiento de un equilibrio: Isotiocianato + Tiol 2 Ditiocarbamatos
(Sharma et al. 2016).

Se han reportado isotiocianatos del tipo aromaticos, como el bencil isotiocianato (Cuadro 2),
que es producido después de la hidrolisis de la glucotropaeolina (Kjaer 1960 citado por Recio
et al. 2017). Tras el dafio en el tejido vegetal, la glucotropaeolina se hidroliza por accién de
la enzima mirosinasa produciendo glucosa y una aglicona inestable. En presencia de un
factor de proteina, se puede formar el fenil acetonitrilo. Pero, si no hay proteinas adicionales
presentes, la aglicona intermediaria se somete espontaneamente al reordenamiento de Lossen
para formar el bencil isotiocianato (Burow et al. 2007). Acerca de las proteinas que controlan
la hidrdlisis, solo se han identificado a nivel molecular las proteinas epitioespecificadoras
que promueven la formacidn de nitrilos y epitionitrilos. Sin embargo, la proteina formadora
de tiocianato no solo cataliza la formacion de tiocianato y nitrilo simple a partir del bencil
glucosinolato, sino también la formacién de nitrilos y epitionitrilos a partir de glucosinolatos
alifaticos (Burow et al. 2007). En ese sentido, el bencil isotiocianato ha demostrado inducir
la apoptosis de células cancerosas de cerebro humano y la detencién del ciclo celular en

especial sobre un tipo especial de tumor cerebral (Tang et al. 2016).

Por otro lado, el 4-metoxibencil isotiocianato (Cuadro 2) es un isotiocianato aromatico
producido después de la hidrdlisis de la glucoaubrietina (Kjaer y Jensen 1956). De la misma
manera, el p-hidroxilbencil isotiocianato (HBITC) es un isotiocianato aromatico de grupo
hidroxilo producido después de la hidrolisis de la glucosinalbina. EI HBITC tiene un poder
conservante ya que es un agente antimicrobiano eficaz y puede ser empleado en niveles
relativamente bajos. Una concentracion de 25 miligramos por litro de HBITC es suficiente

para estabilizar una bebida de frutas acidificada durante 28 dias a temperatura ambiente,
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contra el crecimiento de bacterias tolerantes al acido (especies de Gluconobacter) y de

levaduras resistentes a conservantes (Zygosaccharomyces bailii) (Ekanayake et al. 2006).

Los isotiocianatos generalmente no estan asociados con la amargura de los alimentos, pero
pueden contribuir en el sabor. Una excepcion notable es la goitrina, el producto de
degradacion hidrolitica de la progoitrina (glucosinolato no amargo). La goitrina contribuye
al amargor del colinabo, las coles de Bruselas, el repollo, el nabo y la coliflor y presenta una

barrera importante para la aceptacion del consumidor (Johnson et al. 2016).

Cuadro 2:

Glucosinolatos de mashua y sus productos derivados

Glucosinolato

Derivados

Estructura

Fuente

Glucoaubrietina

4-metoxibencil isotiocianato

/©/\,/
H3;CO

Kjaery
Jensen 1956

_ _ OH De Nicola et
4-metoxibencil alcohol .\o/©/\ al. 2013
Basado en

4-metoxibenzaldehido
(Similar al benzaldehido)

Esparza et al.
2020.

(4-metoxibencil _c
glucosinolato)  |4-metoxibencil tiocianato s Sﬁ?gs\?einal
(Similar al bencil tiocianato) |\ '
0 2007.
A
4-metoxibencil isocianato NZ Basado en
(Similar al bencil \ Esparza et al.
isocianato) o 2020.
//N
4-metoxibencil cianuro /@/\c gﬁiii\?eetnal
(Similar al bencil cianuro) \o 2007.

12




Glucotropaeolina
(Bencil
glucosinolato)

N Arumugam y
bencil isotiocianato Abdull Razis
2018.
/N
fenil acetonitrilo 7 Burow et al.
(bencil cianuro) 2007.
A"
bencil tiocianato s Burow et al.
2007.

benzaldehido

Esparza et al.
2020.

Bencil alcohol

Esparza et al.
2020.

bencil isocianato

Esparza et al.
2020.

Glucosinalbina
(p-hidroxibencil
glucosinolato)

p-hidroxibencil isotiocianato

Buskov et al.
2000.
Saladino et
al. 2016.

4-hidroxibencil cianuro

Buskov et al.
2000.

4-hidroxibencil alcohol

Buskov et al.
2000.

4-hidroxibencil ascorbigen

Buskov et al.
2000.

4-hidroxibencil tiocianato
(Similar al bencil tiocianato) |

Basado en
Burow et al.
2007.

4-hidroxibenzaldehido

(Similar al benzaldehido) Ho/@/\

Basado en
Esparza et al.
2020.
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2.2.2. Metabolismo de los glucosinolatos e isotiocianatos

En los seres humanos, los glucosinolatos se convierten en diversos productos de degradacion
(isotiocianatos, tiocianatos, indoles, entre otros) cuando los vegetales que los contienen se
mastican, porque durante este proceso entran en contacto con la enzima mirosinasa que los
hidroliza (Vig et al. 2009). Después de la ingestion, los glucosinolatos intactos pueden ser
parcialmente absorbidos en el estdmago, mientras que los glucosinolatos restantes transitan
a través del tracto gastrointestinal para llegar al intestino delgado, donde pueden ser
hidrolizados por la mirosinasa vegetal (restante de vegetales cruciferos que no han sufrido
algun procesamiento térmico) y los productos de descomposicion como los isotiocianatos,
nitrilos, oxazolidina-2-tiones e indol-3-carbinoles podrian ser absorbidos (Barba et al. 2016).
Ademas, se puede producir glucosa, sulfuro de hidrogeno y agliconas inestables que se
reorganizan para formar compuestos bioactivos que varian dependiendo de la estructura
quimica, las condiciones ambientales (como el pH y la presencia de iones ferrosos) y la
coexistencia de otros factores (Johnson et al. 2016). Por otro lado, los glucosinolatos no
hidrolizados (restantes) transitaran hasta llegar al colon, debido a su naturaleza hidrofilica
(grupo tioglucosa y sulfato) donde podrian hidrolizarse con la mirosinasa bacteriana y las
moléculas generadas de su descomposicion se pueden absorber o excretar (Barba et al.
2016).

El sistema digestivo humano no produce mirosinasa, se sostiene que la conversion de
glucosinolatos a isotiocianatos es mediada por la accién de la microbiota del colon (Dinkova-
Kostova y Kostov 2012). Sin embargo, este proceso puede ser blogueado por los antibidticos
entéricos y por la limpieza intestinal (Fahey et al. 2012). En ese sentido, Cheng et al. (2004)
han reportado que tres cepas de Bifidobacterium sp. (B. pseudocatenalum, B. adolescentis y
B. longum) fueron capaces de digerir y metabolizar glucosinolatos in vitro como la sinigrina
y la glucotropaeolina, durante las 24 a 48 horas de cultivo. Identificaron el alil isotiocianato
y el 3-buteno-nitrilo a partir de la sinigrina y, por otro lado, identificaron al bencil
isotiocianato y al fenilacetonitrilo a partir de la glucotropaeolina. Estas reacciones sugieren
que la actividad mirosinasa microbiana puede deberse a una enzima similar a la mirosinasa

de origen vegetal.

Los isotiocianatos son compuestos lipofilicos no nutrientes y siguen los mismos eventos

biotransformativos que los compuestos xenobidticos y estan sujetos a una respuesta
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metabdlica en el higado y el intestino delgado (Johnson et al. 2016). En ese sentido, una vez
que son ingeridos o formados en el lumen del tracto gastrointestinal, atraviesan el epitelio y
el endotelio capilar gastrointestinal mediante difusion pasiva. Estos isotiocianatos se enlazan
rapida y reversiblemente a los tioles de la proteina del plasma y cruzan la membrana
plasmatica hacia el interior de las células de los tejidos. En el interior de las células, los
isotiocianatos reaccionan con el glutation para formar el glutation conjugado, glutation S-
(N-alquil/ariltiocarbamoil) que es catalizado por la glutation-S-transferasa (Wu et al. 2009).
El glutatién conjugado es expulsado de las células por las proteinas transportadoras, también
Ilamadas proteinas de resistencia a multiples farmacos. En el medio extracelular, los residuos
v-glutamil y glicil del glutation conjugado se segmentan sucesivamente por accion de la y-
glutamil transferasa (y-GT) y la dipeptidasa, respectivamente. El producto resultante es el
conjugado de cisteina (S-(N-Alquil/Ariltiocarbamoil)-cisteina) y se transporta al higado,
donde las N-acetil transferasas lo acetilan para formar el derivado de Ng-acetil-cisteina o
acido mercaptdrico. Estos se transportan al rifién y se excretan en la orina. Este mecanismo
es la via del acido mercapturico del metabolismo del isotiocianato (Figura 4) (Wu et al.
2009).

En los humanos, la formacion de los &cidos mercaptaricos es la via metabdlica predominante
y la cantidad de acido mercaptirico excretado es un buen reflejo de la cantidad de
isotiocianatos consumidos. En ese sentido, cuando se consumen verduras cocidas (accion de
la microbiota intestinal) la excrecion de los &cidos mercaptUricos no supera el 20 por ciento
de la dosis ingerida de glucosinolatos y el pico de los &cidos mercapturicos en la orina ocurre
después de las 12 horas de la ingestion, mientras que el pico de &cidos mercapturicos aparece
dentro de las 8 horas luego de consumir verduras crudas. Por ello, se sugiere que el consumo
de cruciferas crudas conduce a una mejor biodisponibilidad de los isotiocianatos (Getahum
y Chun 1999; Rouzaud et al. 2004; Conaway et al. 1999 citados por Barba et al. 2016).

Por otro lado, algunos metabolitos de los glucosinolatos también pueden encontrarse en las
heces, en ese sentido, Budnowski et al. (2013) reportaron que un 5.6 por ciento del
glucosinolato glucorafanina fue excretada en las heces dentro de las 48 horas posteriores a
la aplicacion en su forma nativa, mientras que la excrecion fecal de sus metabolitos
glucoerucina y sulforafano fueron en general muy bajos 0.02 y 0.03 por ciento,
respectivamente. En sintesis, cuando las verduras se ingieren crudas, siempre se observa una

mayor excrecion de acido mercaptarico (17 a 88 por ciento), ya que la mirosinasa es
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responsable de hidrolizar los glucosinolatos, mientras que, si las verduras se cocinan
previamente y la hidrolisis se lleva a cabo por la microbiota intestinal, esta cantidad no

supera el 20 por ciento (Barba et al. 2016).
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Figura 4: Metabolismo de los isotiocianatos por la ruta del acido mercapturico

R: es el sustituyente aromatico o alifatico del isotiocianato
FUENTE: Wu et al. (2009)

16



2.3.  CARCINOGENESIS

La carcinogénesis es un proceso molecular que involucra varios pasos y que es inducido por
cambios genéticos y epigenéticos que interrumpen las vias que controlan la proliferacion, la
apoptosis, la diferenciacion y la senescencia celular (Fimognari y Hrelia et al. 2007). En ese
sentido, existen sistemas que tienen efectos estimulantes o inhibitorios que controlan la
division celular. Las mutaciones genéticas que ocurren en las células normales provocan un
cambio en su fenotipo y se convierten en células neoplésicas. Dichas mutaciones genéticas
ocasionan la modificacion de los productos que en condiciones normales codificaria el gen

y, finalmente, a un cancer (Martin de Civetta y Civetta 2011).

Las células tienen mecanismos de reparacion, pero pueden ocurrir errores introduciendo
mutaciones permanentes. De tal manera que, a consecuencia de las mutaciones ocurre el
dafo del genoma. Este dafio puede ser el resultado de un proceso enddgeno, por ejemplo,
errores en la replicacion del ADN, ataque de radicales libres o por ataque exdgeno, como las
radiaciones ionizantes o exposicion a agentes quimicos cancerigenos (Valle-Mendiola y
Weiss 2003). Debido a los dafios ocasionados por las mutaciones, la carcinogénesis se
desarrollara en tres etapas: (1) Iniciacion, (2) Promocion y (3) Progresion. La iniciacion, se
origina a partir de los dafios genéticos irreversibles inducidos por carcindgenos quimicos,
fisicos y bioldgicos que conducen a la activacion de los oncogenes y/o inactivacion de los
genes supresores de tumores. La promocién, es un proceso reversible que involucra cambios
en la expresion del genoma mediado por las interacciones sostenidas entre los carcindgenos
y los receptores. Finalmente, la progresion, es una etapa irreversible caracterizada por el
crecimiento maligno con invasion y/o metastasis (Fuentes et al. 2015, Kaufman-Szymczyk
et al. 2015 citados por Novio et al. 2019).

Dicho lo anterior, se ha sugerido que el proceso carcinogénico ocurre lentamente y durante
un intervalo de tiempo prolongado. Esto podria brindar la oportunidad de intervenir en
algunos cambios en el estilo de vida u optar por medidas quimiopreventivas. La
quimioprevencién es efectiva y requiere el uso de agentes no toxicos que pueden inhibir
pasos especificos moleculares en la via cancerigena y, ademas, podria retrasar la aparicion

del cancer y disminuir su incidencia (Fimognari y Hrelia et al. 2007).
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24. EFECTOS QUIMIOPREVENTIVOS DE LOS ISOTIOCIANATOS SOBRE
EL CANCER

Existe evidencia de que el alto consumo de frutas y verduras estd asociado con una
disminucion del riesgo de muchos tipos de cancer. Existen efectos protectores de los
vegetales, particularmente de los vegetales cruciferos, sobre el riesgo de cancer de préstata
(Cohen et al. 2000). En ese sentido, numerosas investigaciones han enfatizado las
propiedades quimiopreventivas de los isotiocianatos sobre el cancer de mama, pulmoén,
colorectal y prostata. Recientemente, se ha puesto atencion sobre las habilidades de los
isotiocianatos para influir en los procesos epigenéticos que conducen a la correccion de los

cambios epigenéticos aberrantes en células cancerigenas (Novio et al. 2019).

La capacidad de los isotiocianatos para inhibir la formacion de un tumor depende de factores
como: la estructura quimica del isotiocianato empleado, la especie animal, el tejido diana y
el carcindgeno involucrado. Ademas, exhiben su actividad antitumoral debido a que tienen
multiples vias como objetivo: la apoptosis, la via MAPK (proteinas quinasas activadas por
mitogenos), el estrés oxidativo y el mecanismo del ciclo celular (Wu et al. 2009). Por un
lado, Griindemann y Huber (2018), demostraron que la accién quimiopreventiva de los
isotiocianatos se puede caracterizar en las siguientes etapas: (1) Detoxificacion (induccion
de las enzimas de la fase Il), (2) Propiedades antiinflamatorias por la regulacion negativa de
la actividad del factor NFkappaB (factor de transcripcion nuclear Kappa B), (3) Detencion
del ciclo celular mediada por la ciclina y (4) Modulacion epigenética por inhibicion de la
actividad de la histona desacetilasa. Ademas, los isotiocianatos pueden actuar mediante la

inhibicion de la proliferacion celular e inducir la apoptosis (Brown y Hampton 2011).

En algunos casos, dependiendo de la dosis de isotiocianatos, éstos pueden inducir la
reduccion de la expresion de: interleucina 1 beta (IL1pB), factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa,), interleucina 6 (IL6), 6xido nitrico a través del 6xido nitroso sintasa (SON) y enzimas
de la ciclooxigenasa 2 (COX2), asociadas a la produccion de citoquinas proinflamatorias
(Caballero-Gutiérrez y Gonzélez 2016).

Isotiocianatos como el sulforafano, producto de la hidrolisis de la glucorafanina
(glucosinolato) que tiene una concentracion particularmente alta en el brécoli, tiene la

capacidad de modular simultineamente multiples objetivos celulares involucrados en el
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desarrollo del cancer, incluyendo: (1) Proteccion del ADN mediante la modulacion de las
enzimas metabolizadoras de los carcindgenos y del bloqueo de la accién de los mutagenos,
(2) Inhibicion de la proliferacion celular e induccion de la apoptosis, (3) Inhibicion de la
neoangiogénesis, progresién de tumores benignos a tumores malignos y formacion de

metéastasis (Fimognari y Hrelia et al. 2007).

Atwell et al. (2015), reportaron que el sulforafano tiene &reas especificas de accion como la
regulacién del ciclo celular, la apoptosis, la inflamacion, la defensa antioxidante y la
sefializacion de las células cancerosas y sus relaciones con los mecanismos epigenéticos.
Asimismo, informaron que la capacidad de alterar los eventos epigenéticos en las glandulas
mamarias y la prostata puede ser la base de muchos de los efectos quimiopreventivos del
sulforafano en estos tejidos. De la misma manera, Lewinska et al. (2017) investigaron los
destinos de las células cancerigenas, tras la estimulacion de células de cancer de mama con
dosis bajas de sulforafano y reportaron que las dosis de 5 a 10 micro molar promovieron la
detencidn del ciclo celular y la senescencia celular, mientras que dosis de 20 micro molar

indujeron la apoptosis.

Por otro lado, Hahm y Singh (2010), reportaron que el sulforafano causa la supresién de la
activacion inducida por interleucinas-6 (IL-6) del transductor STAT3 (transductor de sefial
y activador de la transcripcion 3) en las células de cancer de prostata humano. Ademas,
demostraron que la activacion del STAT3 mediada por la IL-6 confiere una proteccion
parcial pero estadisticamente significativa contra la apoptosis inducida por el sulforafano.
Ademas, Gamet-Payrastre et al. (2000), reportaron que el sulforafano inhibe la reiniciacion
del crecimiento y disminuye la viabilidad de las células de carcinoma de colon humano
inactivo (HT29). Ademas, observaron que indujo la detencion del ciclo celular de una
manera dependiente de la dosis. Esta detencion del ciclo celular fue correlacionada con una
mayor expresion de las enzimas ciclinas A 'y B1. En ese sentido, el sulforafano induce la
muerte celular a traves de la apoptosis. De hecho, una gran proporcién de células tratadas
muestran lo siguiente: (a) translocacion de la fosfatidilserina desde la capa interna a la capa
externa de la membrana plasmatica; (b) condensacion tipica de cromatina; y (c)
modificaciones ultraestructurales relacionadas con la muerte celular apoptética. De manera
complementaria sobre el efecto quimiopreventivo de algunos isotiocianatos sobre el cancer
de colon, Liuy Dey (2017), reportaron que el feniletil isotiocianato (FEITC) derivado de la

hidrolisis del glucosinolato gluconasturtiina, redujo la inflamacién de la mucosa y la
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submucosa en ratones con carcinoma de colon inducido, donde el FEITC inhibi¢ las
proteinas del factor nuclear kappa B1 (NFKkB1). Estos resultados indican que el FEITC puede
ralentizar el desarrollo de la carcinogénesis de colon en un entorno intestinal inflamatorio
que esta potencialmente asociado con la modulacion epigenética de la sefializacion del factor
nuclear NFkBL1.

Un estudio empled el liofilizado de mashua (Tropaeolum tuberosum) frente a la Hiperplasia
Prostatica Benigna en ratas y se concluyé que la mashua es eficaz para disminuir la
Hiperplasia Prostatica Benigna (Aire et al. 2013). Estos resultados posiblemente se han
podido evidenciar debido a los efectos de los isotiocianatos derivados de la hidrdlisis de los
glucosinolatos de la mashua, segun la informacion antes mencionada. En este sentido,
también se ha reportado que los extractos de mashua pueden inducir la supresion
(dependiente de la concentracion) de la proliferaciéon de células de carcinoma de prostata
humano DU145, celulas de adenocarcinoma de colon humano Caco-2 y de las células del
melanoma murino B16F10 (Noratto et al. 2004 citados por Chirinos et al. 2007).

La glucotropaeolina, glucosinolato presente en la mashua, tiene como producto de hidrolisis
al bencil isotiocianato (Bencil-ITC) y este isotiocianato ha demostrado ser un potencial
antimutagénico. Rampal et al. (2017), han realizado un estudio para evaluar el potencial
antimutagénico de tres tipos de isotiocianatos (Alil-ITC, Bencil-ITC y 3-Butenil-ITC) en
contra del desarrollo de tres tipos de mutagenos y encontraron que los isotiocianatos actuaron
como fuertes antimutagenos, por mecanismos de inactivacion, inhibicion de la activacién
metabdlica de los promutadgenos, modulacién del proceso de mutacién manipulando el

proceso de replicacion y reparacion del ADN.

2.5. EFECTOS TOXICOS DE LOS DERIVADOS DE GLUCOSINOLATOS

Durante afios, la alimentacion excesiva con vegetales de la familia Brassicaceae se ha
asociado a efectos toxicos. Altos niveles de glucosinolatos causan efectos toxicos tales como
agrandamiento de tiroides, reduccion de los niveles de la hormona tiroidea en plasma,
anormalidades en el higado y el rifién, disminucién del crecimiento, disminucion del
rendimiento reproductivo e incluso mortalidad (Prieto et al. 2019). Por un lado, Burel et al.
(2000) reportaron que la disminucion del crecimiento en truchas alimentadas con dietas que

incluyeron harina de colza podria atribuirse a la presencia de los glucosinolatos, los cuales
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deprimen la funcidn tiroidea y se comportan como factores antinutricionales que afectan la

digestibilidad y la utilizacion metabdlica de los nutrientes y la energia de la dieta.

Otro efecto principal de los productos de descomposicion de los glucosinolatos es la
interferencia con la funcion tiroidea. EIl bocio puede ocurrir tanto en humanos como en
animales, pero aparece principalmente en animales cuando consumen alimentos que tienen
una cantidad considerable de proteinas. Asimismo, se ha reportado una disminucién de los
niveles séricos de tiroxina (Hill 2003). Ademas, se han encontrado lesiones en el conducto
biliar en el ganado que ha pastoreado en cultivos de forraje de nabo o colza. Se ha
demostrado que el nitrilo y epitionitrilo de los glucosinolatos son toxinas hepaticas, renales,
pancredticas y/o gastricas en ratas. Debido a esto, se plantea la hipotesis que uno 0 mas de
estos derivados de los glucosinolatos, en particular aquellos con el resto episulfuro de tirano
(los epitionitrilos), podrian ser toxicos para el higado del ganado (Collett et al. 2014).

El contenido excesivo de glucosinolatos desmejoran la palatabilidad del alimento, provocan
disminucidn en el crecimiento y la produccion en algunos animales. Glucosinolatos como la
progoitrina y la epiprogoitrina (presentes en la harina de colza) deterioran la palatabilidad
cuando se encuentran en un rango de 2.3 y 4.65 micro moles por gramo de dieta, mientras
que a niveles mas altos disminuyen la ingesta del alimento. Ademas, se sabe que los nitrilos
afectan las funciones hepaticas y renales, asimismo, los tiocianatos interfieren en la
disponibilidad del yodo (Tripathi y Mishra 2007). La hidrolisis de los R-hidroxialquenilo
glucosinolatos (por ejemplo, progoitrina y epi-progoitrina) que dan lugar a los -
hidroxialquenilo isotiocianatos, que se ciclan aun mas a oxazolidina-2-tiones. Estos
compuestos pueden provocar efectos bociogénicos en mamiferos, un fenémeno observado

por primera vez en conejos y descrito como bocio (Johnson et al. 2016).
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente estudio de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia
Industrial & Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia (IBT) perteneciente a la Universidad

Nacional Agraria La Molina.

3.2. MATERIAPRIMA

Se trabajo con tubérculos de mashua morada procedente de Chufiomasas, anexo Quero,
distrito de Molinos, provincia de Jauja, region de Junin; denominado por el agricultor como

mashua yana ojo de pulpa morada.

3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
3.3.1. Materiales

- Materiales de vidrio: vasos de precipitado, fiolas, matraces Erlenmeyer, probetas, frascos
tapa azul de 100 y 500 mL (Schott Duran®, Alemania), tubos de cultivo con rosca y teflon
y todo el material requerido para los diferentes ensayos.

- Materiales de plastico: puntas para micropipetas, tubos de reaccion de 2 mL y 5 mL, tubos
Falcon de 15 y 50 mL, jeringas de 1 y 3 mL, placas Petri estériles, soportes de filtro de
membranas de 25 mm, tubos de 3 mL al vacio recubiertos con K;EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético dipotasico) (VACUTEST®, Italia) y todo material requerido
para los diferentes ensayos:

- Micropipetas de 0.5-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL (Brand Transferpette™
S, Alemania).

- Otros materiales como: Dispensador analdgico de 10 mL (Brand Dispensette®, Alemania),
embudo Buichner, filtros hidrofilicos PTFE 0.20 um, 4 mm de diametro (Millex®-LG,



Japon), filtros hidrofébicos PTFE 0.20 um, 13 mm de diametro (Millipore Millex®-LG,
USA), filtros hidrofilicos PVDF 0.22 um, 13 mm de diametro (Millipore Millex®-GV,
USA), filtros hidrofilicos de membrana PES 0.22 um, 25 mm de diametro (Millipore
Express® PLUS, USA) y canula orogastrica de metal de 1.5 mm de didmetro de punta de

salida y 80 mm de longitud.

3.3.2. Equipos

- Agitador magnético (Thermo Scientific™, Cimarec+, Modelo N° SP88850105, USA).

- Agitador orbital y vaivén (Marca VWR® Standard Analog Shaker, Modelo 3500, USA).

- Agitador de tubos (Marca Heidolph, Reax Top, Alemania).

- Agitador de microtubos (Marca Biometra, Thermo Shaker TS1, Alemania).

- Autoclave vertical (Marca Beltec Scientific, Modelo Y X-280D, Peru).

- Balanza analitica (Marca Adventurer™ OHAUS®, Modelo AR2140, USA).

- Bomba de vacio (Marca Laboport®, Knf Lab, Alemania).

- Cabina extractora de gases y humos (EXTRACTOR®, Modelo CEX-150, Colombia).

- Cabina de seguridad biolégica (Marca LABCONCO® Logict, Cat. N° 302481110, USA).

- Cémara climatizada (MMM, modelo CLIMACELL 404, Alemania).

- Centrifuga (Marca Hettich® Zentrifugen, Modelo ROTOFIX 32, Alemania).

- Centrifuga (Marca Eppendorf®, Modelo 5430R, Alemania).

- Congelador (Marca Electrolux®, Modelo H300, Brasil).

- Cocina eléctrica (Marca Magefesa®, Modelo MGF811, Espafia).

- Concentrador en vacio centrifugo (Marca LABCONCO®, CentriVap Concentrator, USA).

- Contador de colonias (Marca Stuart®, Cat. N° SC6, Reino Unido).

- Cromatdgrafo liquido de ultra alta presion (UPLC®) (Waters, Acquity H-Class, Singapur)
acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) (Waters, Singapur).

- Cromatdgrafo de gases (Thermo Scientific, Trace 1310, China) acoplado a detector de
espectrometria de masas triple cuadrupolo (Thermo Scientific, TSQ 8000 Evo, CA,
Estados Unidos) y un automuestreador (Thermo Scientific, TriPlus RSH, Suiza).

- Cromatdgrafo liquido de ultra alta presion (UPLC) (Waters, Acquity I-Class, Singapur)
acoplado a detector de espectrometria de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-ToF)
(Waters, Xevo G2-XS, Reino Unido).

- Espectrofotémetro (Marca Thermo® Spectronic, Modelo Genesys 10 UV, USA).

- Estufa de vacio (Marca VWR®, Modelo 1400E-2, USA).
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- Equipo de bafio maria con agitacion de vaivén (Marca GFL®, Modelo 1083, Alemania).
- Equipo de bafio maria con agitacion orbital (Marca GFL®, Modelo 1092, Alemania).

- Equipo digital de bafio seco (Marca Benchmark, Modelo BSH 1004, USA).

- Equipo de bafio de ultrasonido (Marca BRANSONIC®, Modelo 3510R-DTH, USA).

- Equipo medidor de pH (Marca Thermo Orion, Modelo 410 A+, USA).

- Estufa eléctrica (Marca Memmert™, Typ BE 500, Alemania).

- Evaporador por rotacion (Marca Buchi®, Rotavapor RII, Suiza).

- Liofilizador (Marca LABCONCO®, Freeze dry System, Freezone® 4.5, USA).

- Molino de rotor pulverizador (FRITSCH®, Modelo PULVERISETTE 14, Alemania).

- Molino para molienda fina (IKA®-Werke, Modelo MF 10 Basic, Alemania).

- Sistema de purificacion de agua (Simplicity® UV, Ultrapure (Type 1) water, Alemania).
- Ultracongeladora (Marca Panasonic®, Pro™ Series, Modelo MDF_U5586SC-PA, Japon).

3.3.3. Reactivos

- Alil isotiocianato (Sigma-Aldrich®, USA).

- Acetato de sodio (Merck, Alemania).

- Acetonitrilo grado HPLC (Fisher Chemical, USA).

- Acido ascorbico (Sigma-Aldrich®, USA).

- Acido férmico grado HPLC (Merck, Alemania).

- Agar bacterioldgico (OXOID™, Inglaterra).

- Alcohol metilico (Fermont, México).

- Bencil isotiocianato (Sigma-Aldrich®, USA).

- Carbonato de sodio anhidro (J.T. Baker, USA).

- Cloruro de sodio (EMSURE®, Merck, Alemania).

- Cloruro de potasio (Merck, Alemania).

- D (+)-Glucosa anhidro (EMSURE®, Merck, Alemania).

- Di-amonio hidrégeno citrato (Scharlau®, Reino Unido).

- Di-cloro metano para cromatografia liquida (LiChrosolv®, Merck, Alemania).
- Di-potasio hidrégeno fosfato anhidro (EMSURE®, Merck, Alemania).
- Enzima sulfatasa (Sigma-Aldrich®, USA).

- Etanol absoluto 96% (Sigma-Aldrich®, USA).

- Extracto de levadura (OXOID™, Inglaterra).

- Extracto de carne en polvo (HIMEDIA®, India).
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- Folin-Ciocalteau 2N (Merck, Alemania).

- Fosfato de potasio monobasico (Fermont, México).

- Glicerol (J.T. Baker, USA).

- Gel DEAE Sephadex™ A-25 (GE Healthcare, Suecia).

- Glucotropaeolina (Sigma-Aldrich®, USA).

- Hidrégeno fosfato disddico anhidro (EMSURE®, Merck, Alemania).
- L-cisteina hidrocloruro monohidratado (HIMEDIA®, India).

- 4-Metoxibencil isotiocianato (Acros Organics™, Bélgica).

- Peptona de caseina (CRITERION™ Dehydrated Culture Media, USA).
- Polivinilpolipirrolidona (Merck, Alemania).

- Sinigrina (Sigma, USA).

- Sulfato de magnesio anhidro (Sigma-Aldrich®, USA).

- Sulfato de manganeso monohidratado (J.T. Baker, USA).

- Sulfato de sodio anhidro granular (J.T. Baker, USA).

- Tween® 80 (Merck, Alemania).

- Vancomicina (Vitalis, Colombia).

- Verde de bromocresol (Merck, Alemania).

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. Determinacion del contenido de humedad en harina de mashua

Se determiné por el método gravimétrico porcentual por secado en estufa a presion de vacio

hasta obtener peso constante, método 920.151 (AOAC 1995). Los analisis fueron realizados

por triplicado.

3.4.2. Identificacion y cuantificacion de glucosinolatos en harina de mashua

Se empled el método propuesto por Verkerk et al. (2001) con algunas modificaciones. Se

peso 1 g de harina de mashua en un tubo falcon de 50 mL y luego se afiadieron 25 mL de

metanol al 70 por ciento (75 °C). La muestra se dejé en bafio maria con agitacion moderada

a 75 °C durante 30 minutos (proceso de extraccién). Luego, la muestra fue centrifugada a

4000 RPM (1520 g) durante 10 minutos. El precipitado fue nuevamente extraido, con 15 mL

de metanol siguiendo el mismo procedimiento, este nuevo sobrenadante se mezcl6 con el
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primer sobrenadante, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Posteriormente, con una
micropipeta se tomo 2 mL del extracto y fue cargado en una columna de cromatografia de
intercambio idnico con DEAE Sephadex™ A-25. Se agreg6 100 pL de enzima sulfatasa a
la columna cargada con el extracto, se incub6 durante 18 horas a temperatura ambiente.
Cumplido el tiempo de incubacion, la columna fue eluida con agua milli-Q hasta obtener un
volumen final de 4 mL. El eluido fue concentrado a 60 °C hasta obtener un volumen final
aproximado de 2 mL, luego fue depositado en un tubo eppendorf (muestra desulfatada) y

almacenado a -20 °C hasta su analisis.

Antes de inyectar la muestra al cromatografo, la muestra desulfatada y las fases mdviles
fueron filtradas empleando filtros tipo PVDF de 0.22 pum, 13mm de didmetro (Millipore-
Millex®). La muestra desulfatada fue analizada mediante cromatografia liquida de ultra alta
presion (ACQUITY UPLC® H Class) acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos
(PDA), y con una columna Acquity BEH (1.7 um, 50 x 2.1 mm de DI) (Waters, Singapur).
La fase movil estuvo compuesta de Agua con &cido férmico al 0.1 por ciento (Solvente A)
y Acetonitrilo con &cido férmico al 0.1 por ciento (Solvente B). El gradiente de corrida fue
el siguiente: 98 % de A durante dos minutos, luego disminuido gradualmente a 83 % al
minuto 12, 0 % al minuto 13 y mantenido hasta el minuto 16, 98 % al minuto 17 y mantenido
hasta el minuto 20, con un flujo de 0.2 mL/min. La columna se mantuvo a 30 °C. El volumen
de la muestra inyectada fue 1 pL, los glucosinolatos fueron detectados a una longitud de
onda de 229 nm. Finalmente, para la cuantificacion se empled sinigrina desulfatada para la
elaboracion de una curva estandar; los glucosinolatos fueron cuantificados como micromoles
por gramo de muestra en base seca (umol/g bs). Para la cuantificacion individual de los
glucosinolatos individuales se utilizd la masa molecular de cada glucosinolato:

Glucoaubrietina, 439.5g/mol; Glucotropaeolina, 409.4g/mol y Glucosinalbina, 425.4g/mol.

3.4.3. Recuento total de bacterias de Lactobacillus anaerobicos y bacterias lacticas
anaerdbicas en heces de animales de experimentacion

Las muestras fueron recolectadas segin la metodologia descrita por Bheemreddy y Jeffery
(2007) con algunas modificaciones. Las heces fueron recolectadas en bolsas de polietileno
de alta densidad y analizadas. Los recuentos totales fueron realizados segun la metodologia
descrita por Yang et al. (2005) con algunas modificaciones. En una cabina de seguridad

bioldgica las heces (1 gramo) fueron afiadidas en tubos de cultivo con tapa rosca conteniendo
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9 mL de solucion salina esterilizados, luego fueron homogenizados durante 30 segundos. Se

extrajeron alicuotas de 1 mL para realizar diluciones seriadas en base 10.

Para la inoculacion, se usaron dos medios anaerobios un medio no selectivo Man, Rogosa y
Sharp con cisteina (MRS-C) y un medio selectivo para especies de Lactobacillus MRS-C
con Verde de Bromocresol y Vancomicina (2mg/mL) (MRS-C-VB-V), de acuerdo a las
metodologias descritas por De Man et al. (1960) y Hartemink et al. (1997) con algunas

modificaciones.

En las Placas Petri estériles conteniendo 15-20 mL de los medios solidificados, se procedid
a la siembra por extension superficial de 0.1 mL de cada una de las diluciones seriadas. Las
placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 horas. Finalizado el periodo de incubacion, las
placas fueron colocadas en un contador de colonias y se realizd los recuentos totales de
acuerdo a la metodologia descrita por Roberts y Greenwood (2003). Se seleccionaron las
placas que contenian entre 30 a 300 unidades formadoras de colonias (UFC) y las placas que
contenian més de 300 UFC fueron descartadas. Los resultados fueron expresados como UFC

por gramo de base seca (UFC/g bs).

3.4.4. Identificaciony cuantificacion de isotiocianatos y otros derivados de la hidrdlisis
de glucosinolatos en muestras de sangre, orina 'y heces de animales de experimentacion

Para el andlisis de los isotiocianatos y otros derivados de los glucosinolatos de muestras de
sangre, orina y heces de animales de experimentacion, se sigui6 diferentes metodologias
segun la muestra y la etapa, recoleccion y tratamiento de la muestra, obtencién de los
analitos; e identificacion y cuantificacion de los analitos.

En la etapa de recoleccion y tratamiento de las muestras de sangre y orina, se siguid la
metodologia descrita por Sun et al. (2019) con algunas modificaciones. La sangre (1 mL)
fue extraida mediante puncion cardiaca con ayuda de una jeringa de 3 mL e inmediatamente
fue trasvasada a un tubo al vacio VACUTEST® de 3 mL para evitar la coagulacion. Luego,
la sangre fue centrifugada a 2,000 g durante 10 minutos. El precipitado fue descartado y el
sobrenadante (plasma) de un volumen aproximado de 0.5 mL fue depositado en un tubo
plastico y luego almacenado a -80 °C hasta su posterior analisis. En un tubo de reaccion de

2 mL fueron afadidos 300 pL de plasmay 700 pL de metanol puro; fueron homogenizados
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en vortex durante 1 minuto. EI homogenizado fue sometido a un proceso de calentamiento a
75 °C durante 10 minutos, luego centrifugado a 12,000 RPM durante 5 minutos, donde la
fase inferior fue descartada y la fase superior del homogenizado de plasma fue depositado

en un tubo de reacciéon de 2 mL.

Para el caso de la muestra de orina, fue recolectada en tubos de ensayo de vidrio con la ayuda
de las jaulas metabdlicas individuales, luego depositadas en tubos falcon donde se agregd
0.25 mL de acido ascorbico al 0.7 por ciento por cada 1.5 mL de orina. Luego, las muestras
fueron almacenadas a -80 °C hasta su posterior analisis. Para el analisis de orina, en un tubo
de reaccion de 2 mL fueron afadidos 300 uL de orina y 700 puL de metanol puro, se
homogeniz6 en vortex durante 1 minuto y luego el homogenizado fue sometido a un proceso
de calentamiento a 75 °C durante 10 minutos. Luego, fue centrifugado a 12,000 RPM durante
5 minutos, donde la fase inferior fue descartada y la fase superior fue depositada en un tubo

de reaccién de 2 mL.

Para el caso de las heces, éstas fueron recolectadas y procesadas segin la metodologia
descrita por Bheemreddy y Jeffery (2007) con algunas modificaciones. Las heces fueron
recolectadas en bolsas de polietileno de alta densidad y luego fueron liofilizadas a 292x1073
mBar a -51 °C y luego almacenadas a -80 °C hasta su andlisis. Para el andlisis, en un tubo
de reaccion de 2 mL se pes6 0.210+0.05 g de heces liofilizadas y se afiadié 600 pL de agua
destilada y se homogeniz6 en vortex durante 1 minuto. EI homogenizado fue sometido a un
proceso de calentamiento a 75 °C durante 10 minutos y luego centrifugado a 12,000 RPM
durante 10 minutos y 300 pL del sobrenadante fueron trasvasados a un nuevo tubo de
reaccion de 2 mL, donde se afiadié 700 uL de metanol puro, se homogeniz6 en vortex durante
1 minuto y luego sometido a un proceso de calentamiento a 75 °C durante 10 minutos.
Luego, fue centrifugado a 12,000 RPM durante 5 minutos, donde la fase inferior fue
descartada y la fase superior del homogenizado de heces fue trasvasado a un tubo de reaccién
de 2 mL.

Los extractos obtenidos de las muestras (sangre, orina y heces) fueron tratados para la
extraccion de los isotiocianatos y otros derivados siguiendo la metodologia descrita por
Hanschen y Schreiner (2017) con algunas modificaciones. A cada uno de los extractos

obtenidos en la etapa previa se les afiadid 25 pL de estandar interno de Alil isotiocianato
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(concentracién: 50 nmol/mL) y 475 uL de diclorometano, luego se homogenizo en vortex
durante 2 segundos y se dejo reposar durante 1 minuto hasta obtener una dptima separacion
de fases (proceso de extraccion). La fase inferior fue retirada y depositada en nuevo tubo de
reaccién de 2 mL. La fase superior fue re-extraida dos veces mas con 500 uL de
diclorometano siguiendo el mismo procedimiento; todas las fases inferiores obtenidas fueron
mezcladas. Posteriormente, a la mezcla se le afiadié 0.12 gramos de sulfato de sodio y se
homogenizé en vortex durante 1 minuto. EI homogenizado fue centrifugado a 12,000 RPM
durante 5 minutos. El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro tipo PTFE de 0.20 pum,
13mm de diametro (Millipore-Millex®-LG) antes de ser analizado por cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS).

El analisis por CG-MS se realizd de acuerdo con la metodologia propuesta por Han et al.
(2019) con algunas modificaciones. La separacion cromatografica se llevo a cabo en una
columna TR-5MS (0.50 um, 30 m x 0.25 mm DI). La temperatura del inyector fue de 190
°C. Se empled helio como gas transportador a un flujo de 1 mL/min. El horno tuvo el
siguiente programa de temperatura: 35 °C inicial, mantenida durante 3 min, se incremento
hasta 90 °C a razon de 9 °C/min y se mantuvo durante 2 min, se increment6 hasta 110 °C a
razén de 3 °C/min, se incremento hasta 210 °C a razon de 9 °C/min, se incrementd hasta 223
°C a razon de 3 °C/min, se incremento hasta 230 °C a razon de 9 °C/min, se incremento
hasta 310 °C a razon de 35 °C/min y se mantuvo durante 6 min. El tiempo total de corrida
fue de 42.3 min. El volumen de inyeccion fue de 1 pl. en modo splitless. La deteccion se
llevo a cabo por ionizacion de impacto electronico con una energia de 70 eV y escaneo de
masas en el rango de 50-650 Da. Las temperaturas de la linea de transferencia y fuente de
iones fueron de 310 °Cy 230 °C, respectivamente. El escaneo se realiz6 a una velocidad de
2.8 ciclos scan/s. Los isotiocianatos y otros derivados de la hidrolisis de glucosinolatos
fueron identificados por comparacion de tiempos de retencidn y espectros de masa con
estandares previamente inyectados de bencil isotiocianato y 4-metoxibencil isotiocianato.

La cuantificacion se realiz6 construyendo curvas de calibracidn con estos estandares.
El contenido de 4-metoxibencil isotiocianato (4-MBITC) y 4-metoxibenzaldehido (4-

MBCHO), derivados de la hidrolisis de glucosinolatos, fueron expresados como nanomoles

por mililitro de muestra o0 nanomoles por gramo en base seca (nmol/mL o nmol/g bs).
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3.4.5. ldentificacion y cuantificacion de glucosinolatos en muestras de sangre, orinay
heces de animales de experimentacion

La identificacién y cuantificacion de glucosinolatos en muestras de sangre, orina y heces se
realizd mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Las
muestras de sangre y orina fueron recolectadas y procesadas segun la metodologia descrita

por Sun et al. (2019) con algunas modificaciones.

Se utilizaron los extractos obtenidos de las muestras (sangre y orina) obtenidos para el
analisis de isotiocianatos y otros derivados de glucosinolatos (acapite 3.4.4.). En el caso de
las heces, se sigui6 la metodologia descrita para la obtencion de glucosinolatos a partir de

harina de mashua (acépite 3.4.2.).

El analisis e identificacion de glucosinolatos fue realizado en un espectréometro de masas
cuadrupolo tiempo de vuelo (QTOF) equipado con una fuente de ionizacion de electrospray
(ESI) siguiendo lo propuesto por Campos et al. (2019). La columna usada para la separacion
fue Acquity BEH C18 (1.7 um, 50 x 2.1 mm de DI) equipada con una pre-columna Acquity
BEH C18. La temperatura de las muestras y la columna fueron mantenidas a 5 °C y 30 °C,
respectivamente. La fase mavil estuvo compuesta de Agua con acido férmico al 0.1 por
ciento (Solvente A) y Acetonitrilo con acido férmico al 0.1 por ciento (Solvente B). El
gradiente de corrida fue el siguiente: 98 % de A durante dos minutos, luego disminuido
gradualmente a 83 % al minuto 12, 0 % al minuto 13 y mantenido hasta el minuto 16, 98 %
al minuto 17 y mantenido hasta el minuto 20, con un flujo de 0.2 mL/min. El volumen de la
muestra inyectada fue 2 pL previa filtracién usando un filtro tipo PTFE de 0.20 um, 4mm
de diametro (Millex®). La ionizacion se realizd en modo negativo cuyos parametros se
establecieron como sigue: voltaje del capilar 3 kV, voltaje del cono 40 V, temperatura de la
fuente 120 °C, temperatura de desolvatacion 550 °C, flujo de gas de desolvatacion 1000 L/h,
y flujo de gas del cono 50 L/h. La informacion fue adquirida en polaridad negativa, en modo
sensitividad y rango dindmico extendido. Se emple6 leucina-encefalina a concentracion de
200 pg/mL como LockMass (m/z = 554.2615) que se infundi6 paralelamente con la muestra
aun flujo de 10 pL/min. Para la cuantificacion de la glucoaubrietina en plasma, orinay heces
se empled glucotropaeolina y sinigrina para la elaboracion de una curva estandar; la
glucoaubrietina fue cuantificada como microgramos por gramo de muestra en base seca 0

mililitro (ug/g bs o pg/mL).
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35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.5.1. Obtencion de harina de mashua

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se empled aproximadamente 10 kg
de mashua, cosechada y transportada inmediatamente a los laboratorios del Instituto de
Biotecnologia. A continuacion, se detallan las operaciones (Figura 5) que fueron adaptadas

segun lo propuesto por Cérdova (2012):

- Seleccion. Se revisaron y eliminaron los tubérculos que se observaron en estado de
deterioro (quebrados o magullados), las muestras en buen estado se usaron en el presente
trabajo de investigacion.

- Limpieza. Se retir0 la tierra y polvo que se encontraron en la superficie de los tubérculos.

- Almacenamiento en camara climatizada. Los tubérculos fueron almacenados a 12 °C
con 80 por ciento de humedad relativa, durante 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias.

- Lavado/Desinfeccion. Los tubérculos fueron lavados con agua potable para retirar las
impurezas de la superficie. La desinfeccion se realizd con una solucién de hipoclorito de
sodio a una concentracién de 200 ppm de cloro libre residual.

- Blanqueado. Los tubérculos de mashua fueron blanqueados durante 3 min a 98+2 °C en
microondas con la finalidad de inactivar las actividades enzimaticas, especialmente, las del
complejo mirosinasa, en una relacion de agua destilada: materia prima de 1:4, v:p.

- Rodajado. Después del blanqueado, las mashuas fueron inmediatamente rodajadas, con un
espesor aproximado de 5 mm.

- Secado. EIl secado se realizé en un secador de cabina con control de temperatura y
velocidad de aire caliente, 60 °C y 1.8 m/s, respectivamente, hasta aproximadamente 8 a
10 por ciento de humedad.

- Molienda y tamizado. Las muestras obtenidas después del secado fueron molidas y se
tamizaron con una malla de paso de luz de 0.5 mm.

- Envasado/almacenamiento. La harina obtenida fue envasada en bolsas de polietileno de
alta densidad de 88.88 g/m?, protegidos de la luz y fueron almacenados a -20 °C hasta su

uso.
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Figura 5: Flujo de operaciones para la obtencion de harina de mashua

3.5.2. Obtencion de glucosinolatos de mashua

Para la obtencion del extracto concentrado de glucosinolatos de mashua se siguio la
metodologia propuesta por Campos (2011) y con el fin de eliminar compuestos fendlicos se

utilizo la polivinilpolipirrolidona (PVPP); se siguio lo propuesto por Jezek et al. (1999) con

algunas modificaciones. El procedimiento seguido (Figura 6) se describe a continuacion.

- Extraccion. La extraccion fue realizada con etanol al 62.2 por ciento en una relacion de

harina: etanol de 1:20 p:v, temperatura de 80 °C durante 30 minutos con agitacion

constante.

- Centrifugacion. El extracto fue centrifugado a 4000 RPM (1520 g) durante 10 minutos.
El pellet obtenido fue eliminado y el sobrenadante fue tratado con polivinilpolipirrolidona

(PVPP).
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- Adicion de PVPP. Al sobrenadante se le agregé PVPP en una relacion de PVPP: harina
de mashua, 0.17:1 p:p.

- Agitacion. El sobrenadante tratado con PVPP estuvo en agitacion orbital constante durante
45 minutos.

- Centrifugacion. Finalizada la agitacion, el sobrenadante con PVPP, fue centrifugado a
4000 RPM (1520 g) durante 10 minutos. El pellet obtenido fue descartado y el
sobrenadante paso a la siguiente etapa.

- Filtracion. El sobrenadante fue filtrado en un embudo Biichner con papel Whatman N° 1
mediante el uso de una bomba de succidn.

- Concentracion. La concentracion se realizd en dos etapas. El sobrenadante filtrado fue
concentrado en vacio con el uso de un evaporador por rotacion a una temperatura de 60 °C
hasta un volumen final equivalente a la décima parte del volumen inicial. El extracto
concentrado fue sometido a liofilizacion, hasta alcanzar un volumen final equivalente a la
quinta parte del volumen inicial, las condiciones de la liofilizacion fueron -51 °C
(condensador) y 292x107 mBar de presion.

- Almacenamiento. El extracto concentrado de glucosinolatos de mashua fue colocado en
tubos falcon de 15 mL y almacenados a -20 °C, hasta su uso, previa caracterizacion, en lo
referente al contenido de glucosinolatos, azlcares reductores y compuestos fendlicos

totales.

3.5.3. Cultivo de Lactobacillus rhamnosus GG para administracion oral a los animales
de experimentacion

Para el cultivo de la bacteria acido lactica (L. rhamnosus GG) para administracion oral en
animales de experimentacion se siguié la metodologia propuesta por Wang et al. (2009) con
algunas modificaciones. EIl cultivo se realizd en un frasco de un volumen de 118 ml
conteniendo 110 ml de medio MRS-C a 37 °C durante 24 horas, en bafio Maria con agitacion
orbital, el medio de cultivo contenido en los frascos se encontraba a 95 por ciento de su
capacidad. Cumplido el tiempo, la biomasa fue separada por centrifugacion y resuspendida
en buffer fosfato salino con glicerol previamente esterilizado (Rinaldi et al. 2019), para
alcanzar una concentracion aproximada de 0.7x10° UFC/mL, la cual fue posteriormente
corroborada con el recuento microbiano. La suspension bacteriana fue fraccionada segun los

requerimientos por dia para el ensayo in vivo, y almacenada a -20 °C.
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Figura 6: Flujo de operaciones para la obtencién del extracto de glucosinolatos

3.5.4. Evaluacion del metabolismo in vivo de los glucosinolatos de mashua en animales
de experimentacion

Se utilizé un total de 54 ratas albinas machos de la raza Holtzman de 2.5 meses de edad con
pesos de 294.2+14.2 gramos, obtenidas del Laboratorio de Evaluacion Bioldgica de
Alimentos Bioterio del Laboratorio de Evaluacién Nutricional de Alimentos perteneciente a
la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria La Molina. El alimento y el
agua potable fueron suministrados ad libitum. El valor nutricional del alimento fue similar a
las recomendaciones propuestas por Fuentes et al. (2008), con algunas modificaciones. La
composicion nutricional del alimento en presentacion de polvo contenia los siguientes
valores: 17 por ciento de proteina, 6 por ciento de grasa, 4 por ciento de fibra, 0.92 por ciento
de lisina, 0.98 por ciento de metionina-cisteina, 0.63 por ciento de calcio, 0.37 por ciento de
fésforo disponible, 12 por ciento de humedad y 2.9 Mcal/Kg de energia metabolizable
(Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos de la Facultad de Zootecnia

de la Universidad Nacional Agraria La Molina).
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El manejo de los animales sigui6 las recomendaciones propuestas por Fuentes et al. (2008).
El manejo fue llevado de acuerdo con las practicas normales empleadas en el sistema de
jaulas individuales. Se han llevado a cabo medidas preventivas para la conduccion normal
de los animales como: area ventilada con 6ptimos recambios de aire, ambiente adecuado
para reducir los ruidos externos e internos, las bandejas de recoleccion de heces y orina
fueron recambiadas diariamente, asi como el agua de los bebederos de vidrio; los comederos
y bebederos fueron lavados y desinfectados con hipoclorito de sodio, la temperatura
ambiental promedio fue de 22 °C, la humedad relativa ambiental promedio de 80 por ciento,

iluminacion de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

El ensayo in vivo tuvo una duracion total de 32 dias, los animales experimentales fueron
agrupados al azar en tres grupos T1, T2 y T3 de dieciocho (18) animales cada uno;
tratamiento T1 (control, tracto gastrointestinal no colonizado (BAL-) y no dosificadas con
glucosinolatos (GLS-)), tratamiento T2 (control colonizacion negativa, (BAL-) y dosificadas
con glucosinolatos (GLS+)) y tratamiento T3 (tratamiento en estudio, tracto gastrointestinal
colonizado (BAL+) y GLS+).

Los animales recibieron durante 30 dias dosificaciones orales (previo ayuno) de 1.4x10°
UFC de L. rhamnosus GG (BAL) contenidas en 2 mL de buffer fosfato salino (BAL+, T3)
6 2 mL de buffer fosfato salino (BAL-, T1y T2) mediante el uso de una canula orogastrica
de metal de 1.5 mm de diametro de punta de salida y 80 mm de longitud, directamente al
estdmago, segln lo propuesto por Aire et al. (2013). Para evaluar la colonizacion se realizo
el recuento de bacterias lacticas anaerobicas y Lactobacillus anaerdbicos, para lo cual se

tomaron muestras de heces a los dias 0, 10, 20 y 30.

Los animales de los tratamientos T2 (GLS+) y T3 (GLS+), el dia 31 del ensayo fueron
administrados oralmente con una Unica dosis de 65.2 mg de GLS totales/Kg de peso vivo
(148.7 pmol de GLS totales/Kg de peso vivo), segun la metodologia propuesta por
Bheemreddy y Jeffery (2007); los animales del tratamiento T1 (control, GLS-) fueron
administrados oralmente con una sola dosis de 2.5 mL de buffer fosfato salino, los animales
de experimentacion fueron ubicados en jaulas metabdlicas individuales. Para el analisis de
las muestras se recolectaron muestras de heces, orina y plasma sanguineo alas 1, 3, 5, 9, 24

y 30 horas de los tres tratamientos (T1, T2 y T3). Las muestras fueron analizadas para la
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identificacién y cuantificacion de glucosinolatos, isotiocianatos y otros derivados de

glucosinolatos; y el recuento de bacterias lacticas anaerdbicas y Lactobacillus anaerobicos.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 7 se presenta el disefio experimental que se empled para la evaluacion del

metabolismo in vivo de los glucosinolatos y el cual se describe a continuacion.

Se realiz6 la evaluacion del estrés abio6tico poscosecha a condiciones controladas en camara
climatizada (12 °C y 80 por ciento de humedad relativa) durante 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12 dias de
almacenamiento en el contenido total de glucosinolatos y los glucosinolatos individuales
(glucosinalbina, glucotropaeolina y glucoaubrietina) de las harinas obtenidas después del
secado. La harina con mayor contenido de glucosinolatos totales fue empleada para la

extraccion de los glucosinolatos.

Asimismo, se evalud el metabolismo in vivo de los glucosinolatos de mashua, donde se
evalu6 el efecto de la dosificaciobn de Glucosinolatos (GLS+) en animales de
experimentacion a los que se les dio un probiotico (L. rhamnosus GG) durante 30 dias previo
a la dosificacion de glucosinolatos (tratamiento T3), se considerd un control sin probiético
(BAL-, tratamiento T2) y un control de todo el ensayo (BAL-y GLS-, tratamiento T1). Los
animales experimentales fueron distribuidos al azar, 18 por cada tratamiento (T1, T2y T3)
y fueron ubicados en jaulas metabdlicas individuales. Los tiempos de recoleccion de las

muestras (sangre, orina y heces) fueron alas 1, 3, 5, 9, 24 y 30 horas.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

En la evaluacion del estrés abiotico poscosecha a condiciones controladas en el contenido
de glucosinolatos de las harinas obtenidas después del secado, fue utilizado un disefio
completamente al azar (D.C.A.) considerando el tiempo de almacenamiento como variable
independiente y como variables respuesta el contenido de glucosinolatos y porcentaje de
humedad. Todos los tratamientos fueron realizados por triplicado. Los efectos principales
fueron evaluados mediante un analisis de varianza (ANVA) seguido de la prueba Tukey para
la comparacion de medias (p < 0.05), empleando para ello el software estadistico MINITAB
v.18 (Minitab® Statistical Software).
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Para la evaluacién del recuento de bacterias lacticas anaerdbicas y Lactobacillus anaerébicos
para determinar la colonizacion del probidtico, fue utilizado un disefio de bloques completos
al azar (D.B.C.A.) con un arreglo factorial de 2 x 3 (medios x tratamientos) y los efectos
principales fueron evaluados mediante un analisis de varianza (ANVA) seguido de la prueba
Tukey para la comparacion de medias (p < 0.05). Para cada tratamiento se utilizaron 18
animales de experimentacion. Para la identificacion y cuantificacion de glucosinolatos,
isotiocianatos y otros derivados de hidrdlisis de glucosinolatos en muestras de heces, orina
y plasma, las medias fueron evaluadas mediante un analisis de varianza (ANVA) seguido de
la prueba t-Student para la comparacion de medias (p < 0.05), para cada tiempo evaluado se
consider0d tres animales de experimentacion. El software estadistico empleado para las
evaluaciones fue MINITAB v.18 (Minitab® Statistical Software).
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Evaluacion del tratamiento poscosecha de
tubérculos de mashua en la obtencién de harina

Evaluacién del metabolismo de los glucosinolatos de mashua en animales de experimentacion
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Figura 7:

Disefio experimental para la evaluacion del metabolismo in vivo de los glucosinolatos de mashua




IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSINOLATOS EN
HARINA DE MASHUA

El analisis de las harinas de tubérculos de mashua cosechadas y sometidas a estrés abiotico
en camara climatizada muestran la presencia de tres glucosinolatos (Anexo 1) los cuales
GSN),
(glucotropaeolina, GTR) y 4-metoxibencil glucosinolato (glucoaubrietina, GAU). El Cuadro

fueron: p-hidroxibencil glucosinolato (glucosinalbina, bencil glucosinolato
3 muestra el contenido de humedad de las harinas obtenidas y el contenido de los

glucosinolatos individuales y totales de las muestras de mashua sometidas a estrés abiotico.

Cuadro 3:

mashua almacenados a diferentes tiempos

Contenido de humedad y glucosinolatos en harina de tubérculos de

Almacepamiento Humedad | Glucosinalbina | Glucotropaeolina | Glucoaubrietina Gluigi;r;gslatos
(dias) (%) (umol/g bs) (umol/g bs) (umol/g bs) (umol/g bs)
0 55+0.1]0.12+0.01% | 7.0+0.6° 195+1.3* | 26.6+0.72
2 41+0.3|0.08+0.01° | 6.0+0.4% 17.2+1.1® | 233+0.4°
4 7.0+0.2| 0.03+0.00° | 5.0£0.4° 16.6 +0.5* | 21.6+0.6°
6 53+0.1| Traza 6.1+0.3% 8.7 +1.0° 14.9 £ 0.3¢
8 58+0.2]0.01+0.00%| 58+0.7% 14.6 +0.6° 20.4 + 0.2
10 6.4+0.2| Traza 5.3+0.6° 10.6 + 0.9¢ 15.9 + 0.4¢
12 3.2+ 0.3 |No detectado| 2.1+ 0.2° 1.6 +£0.1° 3.6+0.1°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias
segun la Prueba de Tukey (p < 0.05). Promedio + Desviacion estandar (n=3)

El porcentaje de representacion de los glucosinolatos identificados, GSN, GTR y GAU

estuvieron presentes en 0.45; 26.3 y 73.3 por ciento, respectivamente, para un tiempo de



almacenamiento de cero dias (control). Este porcentaje de representacion de la GAU no se
asemeja a lo reportado por Campos et al. (2019), quienes reportaron un porcentaje de 96 a
99 por ciento para GAU en diez cultivares de mashua. Asi mismo, Martin e Higuera (2016),
reportaron que la GAU fue el glucosinolato mas representativo en 65 acciones de tubérculos
de mashua y que la GSN se encontraba en muy poca cantidad, similar a nuestros resultados.
La GSN ha sido reportada en hipocotilos de maca (Lepidium meyenii Walp.) ecotipo rojo,
representando el 1.6 por ciento del contenido de glucosinolatos totales (Yabar et al. 2011),

porcentaje superior a lo reportado para la mashua control.
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Figura 8: Contenido de glucosinalbina, glucotropaeolina, glucoaubrietina y

glucosinolatos totales (umol/g bs) en harina de tubérculos de mashua almacenados a
diferentes tiempos

Letras diferentes en cada curva de tendencia indican diferencias significativas entre las
medias segun la prueba de Tukey (p < 0.05)

En la Figura 8 se observa que el contenido de glucosinolatos totales (Anexo 2) para un
tiempo de almacenamiento de cero dias (26.6 pumol/g bs), se encuentra en el rango reportado
por Arias (2011), en 65 acciones de mashua colombiana, 1.20 a 30.40 umol/g bs de
glucosinolatos totales; por Ortega et al. (2006), con 0.27 a 50.74 umol/g bs de glucosinolatos
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totales de tubérculos de mashua; por Campos et al. (2019), con 4.9 y 54.2 umol/g bs de
glucosinolatos totales en diez cultivares de mashua; por Martin e Higuera (2016), con 0.3 a
25.8 pmol/g bs de glucosinolatos totales en 65 acciones de mashua. Por otro lado, se ha
podido observar que el contenido de glucosinolatos totales reportado es similar a lo reportado
en flores de brécoli (21.1 umol/g bs) (Rybarczyk-Plonska et al. 2016).

El contenido de GSN muestra una disminucion significativa (p < 0.05) (Figura 8, Anexo
3), desde el dia 0 al dia 12 de almacenamiento, cuyo contenido pasé de 0.12 umol/g bs a
no detectarse. La tendencia del decrecimiento de GSN es opuesto a lo reportado por Yabar
etal. (2011), quienes observaron un incremento de GSN en tres cultivares de maca secadas
a condiciones ambientales (entre 10 a 15 °C), atribuyendo el incremento al estrés
provocado por el acondicionamiento de la maca antes del secado y que podria haber
acelerado el metabolismo durante los primeros cuatro dias; asi también, se podria esperar

una pérdida de glucosinolatos debido a la actividad mirosinasa.

Sobre el contenido de GTR (Figura 8), se pudo observar que durante los tiempos de
almacenamiento de 2 a 10 dias no se presentan diferencias significativas (p > 0.05, Anexo
4), y los valores estan comprendidos entre 6.0 a 5.3 umol/g bs. Se observa que el contenido
de GTR disminuy0 significativamente (p < 0.05) en el dia 12 (2.1 pmol/g bs) respecto al
dia 0 (7.0 umol/g bs). Este comportamiento es similar a lo reportado por Campos et al.
(2019), quienes observaron que durante los primeros 12 dias de almacenamiento de mashua
en sombra, la GTR se mantuvo constante y luego observaron una disminucion en el dia 15;
y por Martinez et al. (2013) quienes al almacenar brécoli a 4 °C durante 14 dias provocé
pérdidas significativas (71.8 por ciento) del 4-metoxi-3-indolilmetil glucosinolato (4-
metoxiglucobrassicina), similar a la perdida observada de GTR al finalizar los 12 dias de
almacenamiento (70.0 por ciento) en la presente investigacion. EI comportamiento
observado del contenido de GTR durante los 12 dias de almacenamiento podria ser
explicado como pérdida de glucosinolatos debido a la actividad mirosinasa, debido al estrés
prolongado en las condiciones de evaluacion poscosecha, similar a lo sefialado por Yabar
et al. (2011) para hipocétilos de maca expuestos a temperaturas extremas de 5 °C a 10 °C

durante la noche y a 15 °C durante el dia.

Referente al contenido de GAU (Figura 8, Anexo 5) y glucosinolatos totales (GLSt), se pudo

observar que ambos decrecieron con el tiempo de almacenamiento. En ese sentido, para los
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tiempos de almacenamiento de 0 y 6 dias mostraron diferencias significativas (p < 0.05), lo
que se evidencia en la disminucién del contenido de GAU y GLSt de 19.5a 8.7 umol/g bs y
26.6 a 14.9 umol/g bs, respectivamente. Sin embargo, en el dia 8 de almacenamiento se
observo un incremento significativo (p < 0.05) de GAU y GLSt a valores de 14.6 y 20.4
umol/g bs, respectivamente. Pero, a partir del décimo dia de almacenamiento, los contenidos
de GAU y GLSt disminuyeron significativamente (p < 0.05) a valores finales de 1.6 y 3.6
umol/g bs, respectivamente. La tendencia de disminucion de GLSt observada desde el dia O
al dia 6 de almacenamiento es similar a los datos reportados por Paulsen et al. (2018),
quienes reportaron pérdidas significativas de GLSt de muestras de brdcoli almacenadas a 15
°C durante los primeros 7 dias de evaluacion; y posterior incremento hasta el dia 14 de
almacenamiento; tendencia similar a lo observado entre el dia 6 y 8 de almacenamiento de
mashua. Por otro lado, Rybarczyk-Plonska et al. (2016), reportaron que brotes de brécoli
almacenados durante 3 dias con incremento de temperatura de 10 a 18 °C, mostraron
disminucion significativa en el contenido de casi todos los glucosinolatos evaluados, como
la glucoiberina, glucorafanina, glucobrassicina, neoglucobrassicina y glucosinolatos totales.
La tendencia de la disminucion de GAU y GLSt al finalizar los 12 dias de almacenamiento
a 12 °C son similares a los reportados por Campos et al. (2019), quienes a pesar de haber
almacenado los tubérculos de mashua en refrigeracion a 4 °C observaron pérdidas de GAU

y GLSt al finalizar los 15 dias de almacenamiento.

4.2. PURIFICACION DE LOS GLUCOSINOLATOS PRESENTES EN HARINAS
DE TUBERCULOS DE MASHUA

La purificacion con polivinilpolipirrolidona (PVPP) del extracto de glucosinolatos de
mashua mostré la eliminacién en el rango de 50 y 55 por ciento de compuestos fenolicos
totales, mientras que el porcentaje de recuperacién de glucosinolatos fue 61 por ciento. El
extracto concentrado de glucosinolatos obtenido fue caracterizado, los resultados son
mostrados en el Cuadro 4. Acerca de la eliminacion de los compuestos fenélicos, resultados
similares han sido reportados en diversas investigaciones; Duran et al. (2015) eliminaron
entre 43 y 55 por ciento de compuestos fendlicos como el acido cafeico y el acido gélico,
respectivamente. Magalhdes et al. (2010), reportaron pérdidas del 30 por ciento de
compuestos fendlicos a partir de un extracto de planta de lupulo. La PVPP es un agente
clarificante, cuya capacidad de adsorcion de compuestos fenolicos se relaciona directamente

con el numero de grupos hidroxilo y anillos aromaticos presentes en dichos compuestos
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(4cidos fenolicos, flavonoles y flavanoles, etc.) (Duran et al. 2015; Magalhées et al. 2010).
Asi, Castro et al. (2016) indicaron que la PVPP es un agente polimérico que carece de
selectividad y tiene un rango de pH limitado, por lo que muestra diferencias en la capacidad
de adsorcion de compuestos fendlicos en base al peso molecular. En ese sentido, Gil et al.
(2019), al anadir PVPP durante la fermentacion del vino rosado observaron la disminucion
del color, traduciéndose en la adsorcion de antocianinas y otros pigmentos, concluyendo que

la PVPP tiene una adsorcion especifica por los flavonoles, flavanoles y antocianinas.

Cuadro 4: Caracteristicas fisico-quimicas del extracto concentrado de

glucosinolatos de mashua

Analisis Contenido

Materia Seca (%) 19.94
Compuestos fendlicos totales (mg AGE/mL) 15.94
Antocianinas (mg Cy-3-Glu/mL) 7.48
Azucares reductores expresado como glucosa (mg/mL) 573.79
Glucosinolatos totales (mg/mL) 13.36

Glucosinalbina (mg/mL) 0.09

Glucotropaeolina (mg/mL) 0.39

Glucoaubrietina (mg/mL) 12.88
Rendimiento (g mashua/ml de extracto concentrado) 18.32

43. EVALUACION DEL METABOLISMO IN VIVO DE LOS
GLUCOSINOLATOS DE MASHUA EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

4.3.1. Recuento total de bacterias de Lactobacillus anaerobicos y bacterias lacticas
anaerdbicas en heces de animales de experimentacion

Los resultados de los recuentos en placa de las muestras de heces realizadas en un medio
selectivo para especies de Lactobacillus MRS-C con Verde de Bromocresol y Vancomicina

(MRS-C-VB-V) y un medio no selectivo Man, Rogosa y Sharp con cisteina (MRS-C), son
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mostrados en el Cuadro 5. El analisis estadistico de los recuentos expresados en UFC/g bs
mostraron una distribucion asimétrica con varianzas heterogéneas (datos no mostrados), por
lo que fue necesario normalizar los recuentos para un adecuado tratamiento estadistico, por
ello se sigui6 lo propuesto por Menéndez 2013 y Espino 2006, donde los datos obtenidos en

UFC/g bs fueron transformados a Log UFC/ g bs.

Cuadro5: Recuento total promedio de bacterias de Lactobacillus y bacterias
lacticas anaerdbicas en heces provenientes de animales de experimentacion
Medio selectivo MRS-C-VB-V Medio no selectivo MRS-C
Dia UFC/g bs (Log UFC/g bs) UFC/g bs (Log UFC/g bs)
T1 T2 T3 T1 T2 T3
0 8.39£0.46 | 8.56£0.41 | 8.07+0.35 | 9.27+0.54 | 9.23+0.34 | 8.99+0.27
(4.15x108) | (5.56x10%) | (1.63x108) | (4.06x10°% | (2.42x10°% | (1.17x10°)
10 8.30+0.50 | 8.49+0.45 | 8.19+0.39 | 9.25+0.55 | 9.24+0.50 | 9.08+0.45
(3.56x10%) | (5.06x10%) | (2.26x108) | (3.60x10°% | (3.16x10°% | (2.10x10°)
20 8.22+0.29 | 8.38+0.33 | 8.17+0.33 | 9.15+0.47 | 9.12+0.47 | 9.06+0.22
(1.96x10%) | (3.09x108) | (1.97x10%) | (2.67x10% | (2.33x10°% | (1.28x10°%)
30 8.15+0.26 | 8.27+0.45 | 8.14+0.32 | 9.05+0.32 | 9.02+0.27 | 9.01+0.21
(1.67x108) | (3.35x108%) | (1.75x10%) | (1.48x10°% | (1.30x10°% | (1.13x10°)

Promedio + Desviacion estandar (n=18). T1: BAL(-) y GLS(-); T2: BAL(-) y GLS(+); T3:
BAL(+) y GLS(+).

En el Cuadro 5, se puede observar que los promedios de los recuentos totales de los
tratamientos T1 y T2 disminuyeron en el tiempo, tanto en el medio selectivo como en el
medio no selectivo; sin embargo, los recuentos totales promedios del tratamiento T3 tuvo
una tendencia de aumento en el tiempo en el medio selectivo, pero un decrecimiento en el
medio no selectivo. Asimismo, se pudo observar que los recuentos totales de los medios no

selectivos fueron superiores a los del medio selectivo.

El efecto de los medios empleados sobre la cinética de crecimiento de Lactobacillus muestra
una diferencia significativa (p < 0.05, Anexo 6) entre los dos medios MRS-C y MRS-C-VB-
V, obteniendo valores promedios de 9.12 y 8.28 Log UFC/g bs, respectivamente. El menor

valor observado por el medio MRS-C-VB-V sobre el medio MRS-C podria ser explicado
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porque el medio MRS-C-VB-V permite el crecimiento de Lactobacilos fecales pero la flora
fecal como las enterobacterias, bacteroides y otros anaerobios gram-negativos como los
clostridios son inhibidos por el bajo pH del medio y la vancomicina, y el indicador verde de
bromocresol permite diferenciar las colonias que utilizan los aztcares del medio al virar a
amarillo (Hartemink et al. 1997; Fuentes 2005). Hartemink y Rombouts (1999) también
observaron que la selectividad del medio MRS-C-VB-V es muy alta en comparacion al
medio MRS, y es evidenciado por el bajo porcentaje de colonias no tipicas de Lactobacillus,
la cual puede oscilar entre 0 y 5 por ciento para recuentos en heces de cerdos y gatos,
respectivamente. Del mismo modo, Vera et al. (2009) y Quartieri et al. (2016) mostraron la
selectividad que tiene el medio MRS-C-VB-V comparado con el medio MRS, confirmando

la selectividad observada en la presente investigacion.

A partir del anélisis estadistico de los efectos de los tratamientos y los dias (Anexo 6), no se
observaron diferencias estadisticas significativas (p > 0.05) entre los tratamientos T1 y T2,
cuyos promedios fueron 8.72 y 8.79 Log UFC/g bs, respectivamente; sin embargo, el
tratamiento T3 evidencié una diferencia significativa (p < 0.05) en referencia a los
tratamientos T1y T2 con un valor promedio de 8.59 Log UFC/g bs. En referencia al efecto
de los dias de dosificacion (Anexo 6) no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)
para los 0, 10 y 20 dias cuyos valores fueron 8.75, 8.76 y 8.68 Log UFC/g bs,
respectivamente; sin embargo, para el dia 30 se pudo observar una diferencia significativa
(p < 0.05) en relacion a los 0y 10 dias con un valor de 8.61 Log UFC/g bs, pero para los
dias 20 y 30 de dosificacién no se observo diferencia significativa, evidenciando un valor
constante en los recuentos totales, resultados similares fueron reportados por Wang et al.
(2009), quienes indujeron una colonizacion del tracto gastrointestinal de ratas durante 28
dias de dosificacion diaria con L. plantarum L2, con un valor entre 8 a 9 Log UFC/g bs
similar a lo observado a los 30 dias de dosificacion con el T3. Asimismo, reportaron que la
cepa L. rhamnosus GG muestra una alta adhesion a las células Caco-2 (célula intestinal de
humanos) e IEC-6 (célula intestinal de ratas) lo que evidenciaria su capacidad para sobrevivir
al paso a través del tracto gastrointestinal y colonizar, esto indicaria la probabilidad de
adhesion en la presente investigacion. Un estudio realizado en humanos por Alander et al.
(1997), reportaron que las personas que consumieron 1.2x10* UFC de L. rhamnosus GG

(dosis diarias durante 12 dias) presentaron a esta bacteria como predominante en las heces.
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Sobre el efecto de los tratamientos, se observd un menor valor obtenido con el tratamiento
T3 respecto a los tratamientos T1 y T2 (Anexo 6), que podria ser explicado por Plaza (2014),
quien realizé un estudio en humanos que recibieron diariamente L. rhamnosus (durante 30
dias) y observaron que esta cepa modifico ligeramente las poblaciones bacterianas de las
heces. Este hecho pudo deberse al desplazamiento de las cepas de Clostridium difficile y
bifidobacterias lo que evidencia una persistencia de la cepa L. rhamnosus en el intestino. El
comportamiento de colonizacién también pudo ser observado en porcinos, con dosificacion
oral con L. acidophilus quienes colonizaron el tracto digestivo hasta 14 dias post
dosificacion, siendo capaces de reducir la presencia de otros microorganismos
potencialmente patdgenos (Pérez et al. 2014). Chen et al. (2020), observaron el
desplazamiento de bacterias no benéficas en ratones con infeccion septica que fueron
dosificados con L. rhamnosus GG (concentracion 2x10° UFC/mL). A partir de los resultados
obtenidos se verifica que la dosificacion con L. rhamnosus GG (T3) colonizé el tracto
gastrointestinal a los 20 dias debido a su capacidad para desplazar otras bacterias

(evidenciado por un menor recuento comparado a los tratamientos T1y T2).

4.3.2. ldentificacion y cuantificacion de glucosinolatos, isotiocianatos y otros
derivados de la hidrdlisis de glucosinolatos en muestras de sangre, orina y heces del
metabolismo in vivo de animales de experimentacion

Los pesos promedio de los animales de experimentacion fueron 294.6 + 10.4, 294.7 + 15.6
y 293.3 £ 16.5 g, para los tratamientos T1, T2 y T3, respectivamente (Anexo 7). Los pesos
y contenido de materia seca de las heces y volumen de orina para cada tratamiento y tiempo
de evaluacion son mostrados en el Anexo 8. EI Cuadro 6 presenta el contenido promedio de
los derivados de glucosinolatos, que son el resultado de la busqueda de los isotiocianatos y
sus posibles derivados conjugados esperados a partir de los glucosinolatos de mashua (GSN,
GTRy GAU); y el Cuadro 7 muestra el contenido de glucosinolatos presentes en las muestras
bioldgicas. EI Cuadro 6 evidencia la presencia de dos derivados de la GAU (Anexo 9), el 4-
metoxibencil isotiocianato (4-MBITC) y el 4-metoxibenzaldehido (4-MBCHO). Se debe
sefialar que el tratamiento T1, como era de esperar no evidencid la presencia de algun
compuesto relacionado con los glucosinolatos. En referencia a la procedencia del 4-MBCHO
se presume que es un compuesto derivado de la hidrdlisis de la GAU debido a que es un
glucosinolato aromatico similar al bencil glucosinolato (GTR) y cuyo metabolismo fue
estudiado por Esparza et al. (2020), quienes reportaron al benzaldehido como un producto
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de la hidrolisis de la GTR. Por otro lado, Agnaniet et al. (2003) sefialaron que podria existir
una relacion entre el contenido de 4-MBITC y 4-MBCHO formado en la destilacion en
aceites esenciales y que podrian ser derivados de glucosinolatos con grupos 4-metoxibencil
como la GAU.

Cuadro 6:  Contenido promedio de 4-metoxibencil isotiocianato (4-MBITC) y 4-
metoxibenzaldehido (4-MBCHO) en muestras orina recolectadas a diferentes horas

Derivados de glucosinolatos

Lapso de
Muestra recoleccion 4-MBITC (nmol/mL) 4-MBCHO (nmol/mL)
(horas) T2 T3 T2 T3
0-1 nd 8.77+0.23 nd nd
1-3 11.26 £ 0.14° 13.13 £ 0.522 nd 7.98+0.10
Orina 3-5 11.13+0.33* 8.87+0.23" 8.09+0.16° 10.17+0.11°
5-9 8.64+0.17° 10.63+0.18 7.91+0.07° 12.10+0.25%
9-24 nd nd 7.73+£0.25° 9.74 +0.362
24-30 nd nd nd nd

Letras diferentes entre tratamientos para la misma hora, analito y tipo de muestra indican
diferencias significativas entre las medias segun la prueba t-Student (p < 0.05). Promedio +
Desviacion estandar (n=3). nd: No detectado. T1: BAL(-) y GLS(-); T2: BAL(-) y GLS(+);
T3: BAL(+) y GLS(+).

Cuadro 7:  Contenido promedio de glucoaubrietina en muestras de plasma, heces y

orina recolectadas a diferentes horas

Lapso de GAU (pg/mL o pg/g bs)
Muestra  recoleccion

(horas) 12 T3
0-1 trz trz
Plasma
1-3 trz trz
0-1 2.00+0.04° 8.24 +0.212
Heces
1-3 nd 0.70 £ 0.02
0-1 11.20 £ 0.33° 22.72 + 0.65?
1-3 22.28 +0.66% 15.36 + 0.37°
. 3-5 9.79+0.25% 4.35+0.12°
Orina b
5-9 5.23+0.15 6.51+0.178
9-24 1.22+0.02° 1.63+0.05°

24-30 0.38+0.01% 0.24 +0.02°

Letras diferentes entre tratamientos para la misma hora, analito y tipo de muestra indican
diferencias significativas entre las medias segun la prueba t-Student (p < 0.05). Promedio +
Desviacion estandar (n=3). nd: No detectado. trz: trazas. T1: BAL(-) y GLS(-); T2: BAL(-)
y GLS(+); T3: BAL(+) y GLS(+).
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Sobre las muestras de plasma, no se observo la presencia de 4-MBITC ni 4-MBCHO en los
tres tratamientos; sin embargo, a 1 y 3 horas de recoleccidon de muestra se observaron trazas
del glucosinolato precursor de estos derivados, en los tratamientos T2 y T3 (Cuadro 7). Las
trazas de GAU vy la ausencia de sus metabolitos en plasma podria ser explicado segun lo
reportado por Sgrensen et al. (2016), quienes investigaron el metabolismo in vivo de GTR,
gluconasturtiina (GN) y GSN en cerdos, observando presencia de GSN y sus derivados en
el plasma, cuya concentracion vario con el tiempo; esta diferencia en el metabolismo de los
glucosinolatos fue justificada por una alta conversion de GSN en el estbmago a sus
correspondientes nitrilos a diferencia de GTR y GN. Sin embargo, Sun et al. (2019)
identificaron el sulforafano en plasma humano, después de consumir flores de brocoli;
manteniéndose en el plasma hasta las 24 horas de iniciada la dosis. En ese sentido, los
contenidos trazas de GAU en plasma de los tratamientos T2 y T3 durante las 1 y 3 horas de
recoleccion pueden servir como una evidencia de que la GAU de mashua ha sido absorbida

y metabolizada.

En referencia a los derivados de glucosinolatos en las muestras de heces, no se observé la
presencia de 4-MBITC ni 4-MBCHO en los tratamientos T2 y T3. Sin embargo, respecto a
los glucosinolatos, se observé presencia de GAU, a 1y 3 horas después de la aplicacion de
los glucosinolatos, presentando diferencias significativas (p < 0.05, Anexo 11) en los
contenidos de GAU entre T2 y T3 con valores de 2.00 y 8.24 (ug/g bs), respectivamente, a
una hora después de la aplicacion. A la hora 3, solo se observo la presencia de GAU en el
tratamiento T3 con un valor de 0.7 (ug/g bs). A partir de los datos mostrados en el Cuadro
7, se pudo calcular que los porcentajes de eliminacién de GAU en heces para los tratamientos
T2y T3 fueron 0.01 y 0.03 %, respectivamente, esto podria indicar que han sido digeridos

y absorbidos.

En las muestras de orina, sobre el contenido de GAU (Anexo 10),alal, 3,5, 9, 24y 30
horas de recoleccion se observaron diferencias significativas (p < 0.05, Anexos 12-17) entre
los tratamientos T2 y T3. A partir de los datos mostrados en el Cuadro 7, se pudo calcular
los porcentajes de eliminacion de GAU en orina para los tratamientos T2 'y T3 y fueron 0.60
y 0.62 % respectivamente, lo que podria evidenciar que mas del 99 % de la dosis
suministrada de GAU pudo ser absorbida y metabolizada, indicando una alta capacidad de
absorcion. El alto porcentaje de absorcion también fue observado en otros tipos de

glucosinolatos, Bheemreddy y Jeffery (2007) estudiaron las rutas metabolicas de la
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glucorafanina extraidas de semillas de brécoli, administrada oralmente en ratas, sélo el 5 por
ciento de glucorafanina fue eliminada intacta en la orina, porcentaje mayor a lo observado

en los tratamientos T2y T3.

En el Cuadro 6 se observé que los contenidos de 4-MBITC y 4-MBCHO en las muestras de
orina son superiores en los animales experimentales del tratamiento T3 comparados con los
del tratamiento T2, a excepcion del contenido de 4-MBITC en el tratamiento T2 que fue
superior al tratamiento T3 a las 5 horas de recoleccidn, ésta diferencia del tratamiento T3
sobre el tratamiento T2 podria haber sido favorecida por la colonizacion de L. rhamnosus
GG en el tracto digestivo de los animales experimentales del tratamiento T3, pudiéndose
haber mejorado la capacidad de fermentacion de los glucosinolatos y en este caso especifico
de la GAU. La capacidad de fermentar los glucosinolatos por la microbiota del colon ha sido
ampliamente reportada, Dinkova-Kostova y Kostov (2012) reportaron que la microbiota del
colon convirtié los glucosinolatos a isotiocianatos; Cheng et al. (2004) han reportado que
Bifidobacterium sp. fue capaz de digerir y metabolizar glucosinolatos y pudieron identificar
alil isotiocianato y 3-buteno-nitrilo a partir de la sinigrina y al bencil isotiocianato y al
fenilacetonitrilo a partir de la glucotropaeolina.

La Figura 9 muestra que el 4-MBITC se presenta hasta las 9 horas de recoleccion. Algunos
glucosinolatos como la glucorafanina, tienen mayor tiempo de metabolismo, asi el
sulforafano (isotiocianato derivado de la glucorafanina) se detectd en muestras de orina hasta
después de las 36 horas de la dosificacion (Bheemreddy y Jeffery 2007). Asimismo, en la
Figura 9, se puede observar que el pico de maxima concentracion de 4-MBITC fue a las 3
horas de recoleccion para los tratamientos T2 y T3, de manera similar a lo reportado por Sun
et al. (2019) para sulforafano de flores de brocoli. En cuanto al 4-MBCHO en las muestras
de orina, se detecto a las 3 horas en el tratamiento T3, y a las 5, 9 y 24 horas, se observaron
diferencias (p < 0.05, Anexos 21-23) entre los tratamientos T2 y T3, siendo superiores en
todos los casos para el tratamiento con dosificacion de bacterias (T3); a las 30 horas no se

detectd este metabolito.

La presencia de los derivados de GLS en orina, como los isotiocianatos, se justifica en que
éstos son formados como respuesta metabdlica tanto en el higado y como en el intestino
delgado (Johnson et al. 2016), luego atraviesan el epitelio y el endotelio gastrointestinal y se

enlazan a los tioles de la proteina del plasma (Wu et al. 2009), para luego ser transportados
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al higado para formar el derivado de Na-acetil o acido mercapturico, posteriormente estos
son transportados al rifién y se excretan en la orina (Wu et al. 2009), tal como se ha podido
evidenciar en las muestras de orina de los tratamientos T2y T3.
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Figura 9: Contenido de 4-metoxibencil isotiocianato (nmol/mL) en muestras de

orina de animales de experimentacion recolectados a diferentes horas

Letras diferentes entre tratamientos para la misma hora indican diferencias significativas
entre las medias segun la prueba t-Student (p < 0.05).

El bajo contenido (nmoles) de 4-MBITC y 4-MBCHO en las muestras de orina podrian
servir de evidencia que gran parte ain permanecen en el organismo para cumplir funciones
como la actividad anticancerigena. Existen evidencias reportadas sobre la actividad
anticancerigena en células de cancer de prostata y mama del bencil isotiocianato (Xiao et al.
2008; Lin et al. 2013; Cho et al. 2016), isotiocianato similar al 4-MBITC. Por otro lado, el
4-hidroxibencil isotiocianato (HBITC), derivado de la glucosinalbina, glucosinolato
presente en la mashua y que no fue detectado en las muestras biolégicas, asumiendo que ha
sido metabolizado por los animales de experimentacién ha demostrado ser un donante de
sulfuro de hidrégeno (H2S) sobre la inhibicion de la proliferacion de células cancerigenas de
neuroblastoma y glioblastoma humano (Jurkowska et al. 2018). Tanto el HBITC y el bencil

isotiocianato han demostrado ser agentes donadores o liberadores de H»S (Citi et al., 2014),
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los precursores de estos isotiocianatos son glucosinolatos que fueron consumidos por los
animales de experimentacion, y en el andlisis de las muestras bioldgicas, tanto los
precursores como los derivados no fueron detectados, asumiéndose que pasaron a cumplir

una funcién bioldgica.

En resumen, acerca de los glucosinolatos y sus derivados se puede indicar que los
glucosinolatos de la mashua como la GAU al no ser detectado en el plasma, ni en la orina
podria haberse absorbido y transportado a la sangre dentro de la primera hora de dosificacion
0 podria encontrarse en el higado; sobre la GTR y GSN que no fueron detectados en ninguna
de las muestras, podria explicarse por su alta conversion en el estdbmago en sus
correspondientes nitrilos, o porque los glucosinolatos absorbidos estan en una concentracion

demasiado bajas para ser detectadas.

4.4. POSIBLES EFECTOS BENEFICOS DEL METABOLISMO DE LOS
GLUCOSINOLATOS DE MASHUA

De los resultados obtenidos in vivo se observo que no hay presencia de GSN y sus derivados
en las muestras bioldgicas analizadas indicando que la GSN es metabolizada. Por lo que el
consumo de mashua, en base a la utilizacion de GSN tendria beneficios como agente
bloqueador contra la carcinogénesis al inducir la actividad de la enzima marcadora de la fase
Il anticancerigena (quinona reductasa) (Tawfiq et al. 1995). El derivado de la GSN, el 4-
hidroxibencil isotiocianato, ha evidenciado ser un inductor efectivo de genes antioxidantes/
desintoxicantes y tienen el potencial de inhibir, al menos en el higado de rata, la
bioactivacion de carcindgenos (La Marca et al. 2012). En cuanto al derivado de la GTR,
bencil isotiocianato y el derivado de la GAU, el 4-metoxibencil isotiocianato han demostrado
tener actividad antimicrobiana contra Candida albicans, Escherichia coli y Staphylococcus
albus (Johns et al. 1982). Citi et al. (2014), reportaron que el HBITC y el BITC son agentes

liberadores de H2S, pero el HBITC mostré ser un agente mas rapido de liberacion de H»S.

En la Figura 10 se ha propuesto un esquema sobre el metabolismo in vivo de los GLS de
mashua, en base a los resultados obtenidos y lo sefialado en la literatura para el metabolismo
de GLS (Barba et al. 2016, Johnson et al. 2016, Wu et al. 2009, Angelino y Jeffery 2014).
Después de la ingestion, los GLS pueden ser parcialmente absorbidos en el estémago. A

diferencia de las cruciferas, en los tubérculos de mashua es poco probable que la mirosinasa
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vegetal esté presente y actle a nivel del intestino delgado para formar derivados de GLS
(isotiocianatos (ITC), nitrilos, tiocianatos, glucosa, H»S) y que pueden ser absorbidos o
excretados en las heces u orina, pero han sido considerados en la Figura 10. Los GLS no
hidrolizados transitaran hasta llegar al ciego y colon y pudieron ser hidrolizados por el L.
rhamnosus GG que colonizo el sistema digestivo de los animales de experimentacion o la
flora intestinal nativa, con actividad enzimatica tipo mirosinasa, los productos de
descomposicion podrian ser absorbidos o excretados, en este tltimo caso confirmado en los
resultados obtenidos en heces, con contenido de GAU hasta las 3 horas después de la
dosificacion de GLS. Una vez formados los ITC (derivados de los GLS) estan sujetos a una
respuesta metabolica en el higado y en el enterocito (Johnson et al. 2016). Los ITC atraviesan
por difusion pasiva el epitelio y el endotelio capilar gastrointestinal y se enlazan a los tioles
para ser transportados al interior del enterocito y el higado para formar el conjugado de ITC-
cisteina y parte de los ITC (no conjugados) pueden regresar al lumen intestinal; por otro
lado, los GLS que llegaron intactos al higado regresaran mediante la bilis al lumen del tracto
gastrointestinal para ser nuevamente hidrolizados (Angelino y Jeffery 2014). Los
conjugados de ITC-cisteina formados se transportan al rifién y se forma el derivado de Na-
acetil o &cido mercapturico (via del &cido mercapturico) y luego serdn excretado en la orina
(Wu et al. 2009), en la presente investigacion se encontré 4-metoxibencil isotiocianato, 4-

metoxibenzaldehido y el glucosinolato, GAU en orina.
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Figura 10: Ruta metabdlica propuesta para los glucosinolatos de mashua

MYR, hidrélisis por enzima mirosinasa; BAC, hidrdlisis bacteriana; GLS, glucosinolatos; ITCs, isotiocianatos; ITC(-), conjugado; -GSH, glutation;
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V. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se pudo establecer las siguientes conclusiones:

El contenido de glucosinolatos totales en las harinas de mashua sometidas a estrés
abidtico fueron afectados significativamente, evidenciado por su disminucion durante el

tiempo de almacenamiento.

La purificacion de los glucosinolatos de las harinas de los tubérculos de mashua con
polivinilpolipirrolidona (PVPP) permitio eliminar los compuestos fenolicos en el rango
de 50-55 por ciento. El porcentaje de recuperacién de glucosinolatos totales fue de 61 por

ciento.

La dosificacion con Lactobacillus rhamnosus GG colonizé el tracto gastrointestinal a
partir de los 20 dias, evidenciado por un menor recuento en placa de medio no selectivo

MRS-C respecto a los tratamientos sin dosificacion de Lactobacillus rhamnosus GG.

Los glucosinolatos de mashua son digeridos, absorbidos y metabolizados por los animales
de experimentacion, evidenciado por su bajo nivel de eliminacion en heces (0.01-0.03 por

ciento) y orina (0.60-0.62 por ciento).

Con la adicién de la bacteria probiédtica Lactobacillus rhamnosus GG, se incrementd la
produccion de derivados de glucoaubrietina, como son los isotiocianatos y aldehidos (4-
metoxibencil isotiocianato y 4-metoxibenzaldehido, respectivamente) encontrados en

muestras de orina.

La adicion de los glucosinolatos de mashua demuestra que el metabolismo animal puede

producir metabolitos con potencial benéfico para los consumidores.



VI. RECOMENDACIONES

1. Emplear la prueba molecular PCR para identificar y cuantificar bacterias con capacidad
de hidrolizar glucosinolatos y confirmar su colonizacién en el tracto gastrointestinal a

través del andlisis de heces.

2. Estudiar el metabolismo in vivo de los glucosinolatos de mashua hasta 72 horas, post

dosis de glucosinolatos.
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VIII. ANEXOS
Anexo 1: Cromatograma de los glucosinolatos obtenido por UPLC®-PDA (229nm) de harina de mashua almacenada a diferentes
tiempos

Pico 1: Glucosinalbina, Pico 2: Glucotropaeolina y Pico 3: Glucoaubrietina
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Anexo 2:

en harina de mashua

Analisis de varianza (ANVA) por tiempo de almacenamiento (Dias)

Andlisis estadistico para el contenido promedio de Glucosinolatos totales

Grados de Suma de Cuadrfaldos
Fuente Libertad Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Ajustados | Ajustados
Dias 6 1024.61 170.769 651.63 0.000
Error 14 3.67 0.262
Total 20 1028.28

Prueba de multiples rangos usando la prueba de Tukey para comparacion de medias,

nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
0 3 26.6359 [X

2 3 23.2860 X

4 3 21.6095 X

8 3 20.3940 X

10 3 15.9345 X

6 3 14.8685 X

12 3 3.6402 X

Anexo 3: Andlisis estadistico para el contenido promedio de Glucosinalbina en

harina de mashua

Andlisis de varianza (ANVA) por tiempo de almacenamiento (Dias)

72

Grados de Sumade | Cuadrados
Fuente : Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad . i
Ajustados | Ajustados
Dias 6 0.038842 0.006474 325.38 0.000
Error 14 0.000279 0.000020
Total 20 0.039121




Prueba de multiples rangos usando la prueba de Tukey para comparacion de medias,

nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
0 3 0.116550 |X

2 3 0.079252 | X

4 3 0.025311 X

8 3 0.010610 X

12 3 0.000000 X

6 3 0.000000 X

10 3 0.000000 X

Anexo 4:

Analisis estadistico para el contenido promedio de Glucotropaeolina en

harina de mashua

Analisis de varianza (ANVA) por tiempo de almacenamiento (Dias)

Grados de Suma de Cuadrfaldos
Fuente Libertad Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Ajustados | Ajustados
Dias 6 44,551 7.4251 32.71 0.000
Error 14 3.178 0.2270
Total 20 47.729

Prueba de multiples rangos usando la prueba de Tukey para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos [Media Grupos Homogéneos
0 3 7.00360 |X

6 3 6.12193 |[XX

2 3 595870 |XX

8 3 576208 |XX

10 3 5.34989 X

4 3 497414 X

12 3 2.05675 X
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Anexo 5:

harina de mashua

Analisis de varianza (ANVA) por tiempo de almacenamiento (Dias)

Andlisis estadistico para el contenido promedio de Glucoaubrietina en

Grados de Suma de Cuadrfaldos
Fuente Libertad Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Ajustados | Ajustados
Dias 6 689.403 114.901 173.59 0.000
Error 14 9.267 0.662
Total 20 698.670

Prueba de multiples rangos usando la prueba de Tukey para comparacion de medias,

nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
0 3 19.5157 |X

2 3 17.2481 XX

4 3 16.6100 XX

8 3 14.6213 X

10 3 10.5846 X

6 3 8.7465 X

12 3 1.5835 X

Anexo 6: Andlisis estadistico para el recuento total de bacterias de Lactobacillus
anaerdbicos y bacterias lacticas anaerdbicas en heces provenientes de animales de

experimentacion

Analisis de varianza (ANVA) por dias, medios y tratamientos

Grados Sumade | Cuadrados
Fuente de Cuadrados | Medios Valor-F | Valor-p
Libertad | Ajustados | Ajustados
Dias 3 0.09037 0.03012 6.76 0.004
Medios 1 4.28415 4.28415 960.81 0.000
Tratamientos 2 0.16608 0.08304 18.62 0.000
Medios*Tratamientos 2 0.04193 0.02096 4.70 0.026
Error 15 0.06688 0.00446
Total 23 4.64940
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Prueba de multiples rangos usando la prueba de Tukey para comparacion de medias,

nivel de confianza del 95%

Dosificacién (Dias) |Casos |[Media Grupos Homogéneos
0 6 8.75167 X

10 6 8.75833 |X

20 6 8.68333 [XX

30 6 8.60667 X

Medios Casos |Media Grupos Homogéneos
MRS-C 12 9.1225 X

MRS-C-VB-V 12 8.2775 X

Tratamientos Casos |Media Grupos Homogéneos
Tl 8 8.72250 |X

T2 8 8.78875 |X

T3 8 8.58875 X

Medlos_x Casos [Media Grupos Homogéneos
Tratamientos

MRS-C x T1 4 9.1800 X

MRS-C x T2 4 9.1525 X

MRS-C x T3 4 9.0350 X

MRS-C-VB-V x T2 |4 8.4250 X

MRS-C-VB-V xT1 |4 8.2650 X

MRS-C-VB-V x T3 |4 8.1425 X
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Anexo 7: Registro de los pesos vivos de los animales experimentales (dia 31)

Repeticion Peso vivo (g)
T1 T2 T3
1 302.0 308.9 284.9
2 291.4 308.8 308.3
3 292.8 300.5 314.7
4 291.0 296.5 311.6
5 293.2 320.2 289.3
6 307.8 303.7 288.9
7 294.0 255.7 299.8
8 284.4 294.7 291.7
9 283.2 292.9 291.7
10 297.2 290.8 285.2
11 315.9 292.0 294.0
12 306.5 280.0 285.7
13 285.7 315.1 245.8
14 301.4 281.6 299.4
15 271.8 279.1 309.2
16 294.0 308.0 305.0
17 302.0 280.0 270.0
18 288.0 296.0 304.0

T1: BAL-y GLS-, T2: BAL-y GLS+, T3: BAL+Yy GLS+
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Anexo 8: Cantidad de heces y orina obtenidos por cada tratamiento y los tiempos

evaluados
Heces
Lapso de i
] . Orina
Tratamiento | recoleccion Peso Materia (mL)
(horas) (@) seca (%)
0-1 6.32 39.8 6.0
1-3 3.40 44.1 4.9
3-5 1.69 48.9 4.8
T1
5-9 3.78 73.8 4.0
9-24 5.78 36.0 52.0
24-30 6.37 52.7 9.0
0-1 5.29 43.3 4.7
1-3 1.23 54.1 6.4
3-5 1.50 55.1 34
T2
5-9 4.72 70.4 7.0
9-24 10.47 38.7 45.0
24-30 3.51 37.7 9.4
0-1 4.45 44 5 3.9
1-3 1.81 51.6 8.4
3-5 0.84 70.4 25
T3
5-9 3.20 68.6 4.0
9-24 6.47 47.6 47.2
24-30 1.01 57.4 3.8

T1: BAL-y GLS-, T2: BAL-y GLS+, T3: BAL+y GLS+. n=3 para cada hora.
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Anexo 9: Cromatogramas obtenidos por CG-MS de los derivados de la hidrdlisis
del 4-metoxibencil glucosinolato (glucoaubrietina) de muestras de sangre, orinay heces
de animales experimentales

Pico 1: 4-metoxibencil isotiocianato, Pico 2: 4-metoxibenzaldehido
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Anexo 10:  Cromatograma obtenido por UPLC-gTOF-MS-MS del 4-metoxibencil
glucosinolato (glucoaubrietina) extraido de las muestras de orina de los animales de
experimentacion

a) Cromatograma del pico del ion base (BPI, por sus siglas en ingles base peak ion). b)

Espectro de masa del 4-metoxibencil glucosinolato (glucoaubrietina)
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Anexo 11:  Analisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a 1 hora de

recoleccidon en muestras de heces

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 58.4626 58.4626 2464.49 0.000
Error 3 0.0949 0.0237
Total 4 58.5575

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias y
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos [Media Grupos Homogéneos
T2 2 2.0010 X

T3 3 8.244 X
Anexo 12:

Andlisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a 1 hora de
recoleccion en muestras de orina

Andlisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 198.789 198.789 736.44 0.000
Error 4 1.080 0.270
Total 5 199.869

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 11.204 X
T3 3 22.716 X
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Anexo 13:  Anadlisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a las 3 horas de

recoleccidon en muestras de orina

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de
Fuente ) Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) .
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 71.760 71.7604 250.68 0.000
Error 4 1.145 0.2863
Total 5 72.905

Prueba de mualtiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 22.280 X
T3 3 15.363 X

Anexo 14:

Andlisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a las 5 horas de
recoleccion en muestras de orina

Andlisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 44.3904 44.3904 1165.61 0.000
Error 4 0.1523 0.0381
Total 5 44.5427
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Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 9.787 X
T3 3 4.347 X

Anexo 15:  Andlisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a las 9 horas de
recoleccion en muestras de orina

Andlisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 2.4448 2.44482 94.33 0.001
Error 4 0.1037 0.02592
Total 5 2.5485

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 5.230 X
T3 3 6.507 X
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Anexo 16:  Anadlisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a las 30 horas de

recoleccidon en muestras de orina

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 0.026800 0.026800 121.09 0.000
Error 4 0.000885 0.000221
Total 5 0.027686

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos [Media Grupos Homogéneos
T2 3 0.3753 X

T3 3 0.2417 X
Anexo 17:

Andlisis estadistico para contenido de Glucoaubrietina a las 24 horas de
recoleccion en muestras de orina

Andlisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 0.256680 0.25668 186.05 0.000
Error 4 0.005519 0.00138
Total 5 0.262199

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 1.2190 X
T3 3 1.6327 X
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Anexo 18:  Analisis estadistico para contenido de 4-Metoxibencil isotiocianato a las

3 horas de recoleccién en muestras de orina

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente ) Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 5.2173 5.2173 36.26 0.004
Error 4 0.5755 0.1439

Total 5 5.7929

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias y
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos [Media Grupos Homogéneos
T2 3 11.262 X

T3 3 13.127 X
Anexo 19:

Analisis estadistico para contenido de 4-Metoxibencil isotiocianato a las
5 horas de recoleccion en muestras de orina

Andlisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 7.6320 7.63205 94.48 0.001
Error 4 0.3231 0.08078
Total 5 7.9552

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 11.126 X
T3 3 8.871 X
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Anexo 20:  Analisis estadistico para contenido de 4-Metoxibencil isotiocianato a las

9 horas de recoleccién en muestras de orina

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 5.9004 5.90042 194.84 0.000
Error 4 0.1211 0.03028
Total 5 6.0216

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos [Media Grupos Homogéneos
T2 3 8.643 X

T3 3 10.627 X
Anexo 21:

Analisis estadistico para contenido de 4-Metoxibenzaldehido a las 5
horas de recoleccion en muestras de orina

Andlisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 6.48752 6.48752 343.65 0.000
Error 4 0.07551 0.01888
Total 5 6.56303

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 8.091 X
T3 3 10.171 X
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Anexo 22:  Analisis estadistico para contenido de 4-Metoxibenzaldehido a las 9

horas de recoleccion en muestras de orina

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de )
Fuente _ Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) )
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 26.3761 26.3761 795.26 0.000
Error 4 0.1327 0.0332
Total 5 26.5087

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos [Media Grupos Homogéneos
T2 3 7.9067 X

T3 3 12.100 X
Anexo 23:

Analisis estadistico para contenido de 4-Metoxibenzaldehido a las 24
horas de recoleccion en muestras de orina

Analisis de varianza (ANVA) por tratamientos

Sumade | Cuadrados
Grados de
Fuente ) Cuadrados | Medios Valor-F Valor-p
Libertad ) .
Ajustados | Ajustados

Tratamientos 1 6.0499 6.04990 62.89 0.001
Error 4 0.3848 0.09620
Total 5 6.4347

Prueba de multiples rangos usando la prueba t-Student para comparacion de medias,
nivel de confianza del 95%

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 3 7.727 X
T3 3 9.736 X
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