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RESUMEN 

 

La composición química de las plantas es afectada por factores genéticos y ambientales. 

La herbácea endémica Lepidium meyenii Walpers (maca), es cultivada en zonas 

altoandinas. El órgano subterráneo de reserva (hipocótilo), posee notables propiedades 

nutricionales y estudios previos han reportado que las propiedades medicinales variarían 

asociadas al color del hipocótilo. Si bien la composición química del hipocótilo puede ser 

afectada por su color o su procedencia, pocos estudios han comparado simultáneamente el 

efecto de ambos factores. En este trabajo se realizó el análisis proximal y la determinación 

de metabolitos secundarios de hipocótilos amarillos, morados y negros de 3 zonas: 

Achipampa (4066 msnm), Junín y Ninacaca (zonas altas – 4507 msnm y 4495 msnm 

respectivamente). Además, se colectaron hipocótilos rojos de las dos zonas altas. El 

análisis proximal abarcó el análisis de humedad, proteínas, grasas, carbohidratos totales, 

fibra, cenizas; además de la cuantificación de hierro, fósforo y calcio. La determinación de 

metabolitos se realizó para: compuestos fenólicos, taninos, flavonoides, esteroides, 

quinonas, saponinas y alcaloides. Encontramos diferencias significativas (p<0.05) en casi 

todas las variables del análisis proximal entre procedencia (excepto grasas) y colores del 

hipocótilo (excepto carbohidratos y fósforo), siendo las diferencias por zonas más 

relevantes que por colores. A nivel de procedencias, Ninacaca tuvo el  porcentaje más alto 

de proteína y carbohidratos totales pero más bajos de hierro y calcio, mientras que 

Achipampa mostró el mayor contenido de hierro pero los menores contenidos de fósforo. 

En relación con las características fisicoquímicas del suelo, se encontró que hay asociación 

entre el fósforo disponible, pH y contenido de calcio con las procedencias estudiadas. En 

cuanto a los metabolitos secundarios, en todas las accesiones se determinó la presencia de 

compuestos fenólicos, esteroides y alcaloides; así como la ausencia de: taninos, quinonas y 

saponinas. Asimismo, se encontraron flavonoides solo en hipocótilos morados y rojos.  En 

la cromatografía en papel de antocianinas se encontró que los pigmentos de hipocótilos 

morados y rojos no son los mismos y, finalmente, se encontró que existen indicios de que 

la pigmentación de hipocótilos morados es similar entre Junín y Ninacaca, pero difiere con 

Achipampa. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Dentro de la química de las plantas, se distinguen dos tipos de metabolitos: primarios y 

secundarios. Los metabolitos primarios cumplen funciones vitales relacionadas con la 

supervivencia, crecimiento o la reproducción de las plantas, y están presentes en todas 

las plantas en diferentes proporciones. En esta categoría caben principalmente los 

carbohidratos, proteínas y lípidos (Rogg, 2000). Paralelamente, encontramos los 

metabolitos secundarios cuya presencia no es esencial para la planta, cumplen 

funciones asociadas a la defensa contra factores ambientales (alta radiación, bajas 

temperaturas, herbivoría, parásitos), o son atrayentes de polinizadores. Los metabolitos 

secundarios se caracterizan por poseer una gran heterogeneidad química debido a que 

las plantas los sintetizan por diversas vías metabólicas. Los olores, sabores, colores y 

otras características específicas y peculiares son consecuencia del metabolismo 

secundario (Anaya et. al., 2001). Si bien no se conoce toda la gama de metabolitos 

secundarios presentes en todas las plantas, se sabe que su diversidad es restringida; es 

decir, determinados grupos de metabolitos secundarios se encuentran asociados a 

determinadas familias vegetales, y que su presencia y concentración es dependiente de 

factores genéticos y/o ambientales (Stephen, 2002). 

 

La concentración y composición química de las plantas pueden ser afectadas por 

factores genéticos y/o ambientales. Factores ambientales como: temperatura, radiación, 

la presencia de otras plantas, animales y microorganismos, así como las características 

del suelo, modulan la respuesta de la planta (Lu Qi Huang, 2013). Por ejemplo, se sabe 

que el aminoácido L-α-prolina es sintetizado en respuesta al frío para evitar el 

congelamiento del tejido celular (Fedotova, 2016). Del mismo modo, la conductividad 

eléctrica del suelo se correlaciona con el contenido de polifenoles, taninos y saponinas 

(Santocoloma-Varón, 2010). Por otro lado, las variaciones genéticas dentro de una 

misma especie pueden explicar diferencias en la composición química. La carga 

genética puede regular la expresión de genes que determinan el color, forma o también 

otorgar mayor resistencia al clima, o favorecer características que los haga más 

resistentes al ambiente (Ashton, 2013). Dentro de la familia de las Brassicaceae, la 

diversidad de la composición de glucosinolatos, un metabolito propio de esta familia, 

está basada en variaciones genéticas (Ishida et. al., 2014), mientras se conoce que en 

Dahlia variabilis, hay factores genéticos modulando el color de pétalo de las flores 

(Bate-Smith, 1948). 



2 
 

 

El suelo es el ambiente donde las plantas se desarrollan desde que son semillas, y su 

composición tiene repercusiones en la composición química de la planta. Aspectos 

como la presencia de fertilizantes, acidez del suelo, minerales, disponibilidad de agua, 

entre otros, son esenciales para el desarrollo de las plantas (Benton, 1970). Por 

ejemplo, un exceso de nitrógeno en el suelo produce un aumento en las sustancias 

proteicas de las raíces (Montaldo, 1991), así como valores de pH más altos podrían 

disminuir la disponibilidad de hierro (Delgado et al., 2008) 

 

Lepidium meyenii Walpers, comúnmente conocido como “maca”,  es una planta 

endémica peruana que se cultiva en los Andes Centrales entre los 3500 y 4500 

m.s.n.m. En estas zonas las condiciones ambientales son adversas debido a las bajas 

temperaturas, ocurrencia de heladas y alta radiación UV, lo que restringe el 

crecimiento de la vegetación, siendo el cultivo de especies alimenticias o de valor 

comercial muy limitado (Quiros, 1997; Rea, 1994). La parte aprovechable del cultivo 

de L. meyenii es su órgano de reserva (llamado hipocótilo), y es uno de los pocos 

cultivos importantes en estas zonas alto-andinas. Esto hace que L. meyenii sea un 

cultivo estratégico para los pobladores, ya que su comercialización representa un 

ingreso económico. Diversos estudios evidencian que el consumo de maca genera un 

impacto positivo en la salud de las personas, razón por la cual el interés comercial de 

esta especie ha ido aumentando progresivamente (Gonzáles, 2006). 

 

El otro cultivo emblemático en las zonas de Junín-Pasco es Solanum tuberosum 

(papa); no obstante, las propiedades nutricionales de esta son menores en comparación 

a L. meyenii. Por ejemplo, posee un valor proteico relativamente alto (11.80%) en 

comparación a Solanum tuberosum (papa), cuyo contenido proteico es 8.20%. Del 

mismo modo, también posee un mayor contenido de hierro (14.70%) y calcio (247.00 

mg%) en relación a la papa, cuyo valor se encuentra alrededor de 4.5 mg% y 47 mg% 

respectivamente (Insituto Nacional de Salud, 2009). En este sentido, es necesario 

resaltar la importancia del consumo de L. meyenii (sin tomar en cuenta los colores de 

hipocótilos) como alimento. 

 

Perú es reconocido mundialmente como el primer exportador de L. meyenii. En el año 

2015, las exportaciones de harina de maca ascendieron a 1411 toneladas (valorizadas 

en US$ 26.8 millones). Durante este mismo año, se registró una producción de 58 mil 
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toneladas, 173% más respecto al año 2014 y 235% más respecto al año 2011. Las 

principales zonas de producción son Pasco, Junín y Huancavelica, mostrando la 

capacidad de la sierra peruana como productora de fuentes de alimentos de alta calidad 

y con potencial para generar valor para el país (MINAGRI, 2016).  

 

Los hipótilos de L. meyenii muestran diversos colores que varían principalmente entre 

amarillo, rojo, morado, negro, negro con rojo, plomo, entre otros. (Zhang, 2015; 

Aliaga, 1999; Tello et al., 1992). Algunas investigaciones han mostrado que los 

colores de hipocótilo están asociados a distintas propiedades medicinales. Por ejemplo, 

la maca negra tendría mejores efectos benéficos en el proceso de aprendizaje e 

incremento en la carga espermática en ratones (Gonzáles et al., 2006; Rubio, 2006), y 

las variedades roja y negra presentan efectos sobre la osteoporosis (Gonzáles, 2014). 

Como consecuencia, la coloración del hipocótilo ha influenciado su valor ecónomico, 

siendo el hipocótilo negro más costoso en el mercado.  

 

En este contexto, se desarrolla un interés por indagar si realmente la composición 

química de L. meyenii es completamente consecuencia de los colores del hipocótilo. Si 

bien el color del hipocotilo se asocia a diferentes propiedades biológicas (propias de 

los metabolitos secundarios), poco se ha indagado si la procedencia del cultivo está 

afectando la composición nutricional (relacionada a metabolitos primarios) y/o los 

metabolitos secundarios. 

 

Por otra parte, dentro de estos metabolitos secundarios en la familia de Brassicaceae 

destacan las antocianinas, compuestos asociados a la pigmentación de sus tejidos 

(hojas, tallos, flores, órganos de reserva, etc.), y que funcionan como indicadores de 

pH, presentando distintas formas coloreadas dependiendo de la acidez del medio en 

que se encuentran. El ejemplo más notable de estos es la col morada (Einbond, 2004). 

Se sabe que las antocianinas están involucradas en la protección frente a la 

fotoinhibición y radiación UVB (Schmidt, et. al., 2011); además, poseen propiedades 

antioxidantes (Wallace, 2014). Hasta el momento, no hay ningún reporte acerca de 

antocianinas o pigmentación en L.meyenii. 

 

Hay diversos estudios que indagan sobre las diferencias en la composición química de 

L. meyenii asociado al color del hipocótilo pero enfocados en el material cosechado de 

un sola zona de producción (Meissner, 2015). Así también, otros estudios comparan 
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las características químicas de los hipocótilos entre diferentes zonas productoras pero 

enfocados en los hipocótilo de un mismo color (principalmente amarillos; Meissner, 

2016). No obstante, hay escasos estudios que comparen la composición química de los 

hipocótilos evaluando simultáneamente entre diferentes colores producidos en las 

mismas zonas de cultivo y a la vez entre diferentes zonas cultivadas (Zhao, 2012). Se 

ha reportado, por ejemplo, que en hipocótilos cosechados en China, la región de 

cultivo y el color de hipocótilo afectan los contenidos de proteínas, fibra, 

bencilglusosinolatos y alcaloides totales (Cheng, 2017).  

 

En el presente trabajo se evaluarán la composición química de hipocótilos de L. 

meyenii de varios colores (amarillo, morado, negro y rojo) cultivados en 3 diferentes 

zonas de producción. 
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

La composición química de hipocótilos de Lepidium meyenii serán afectados por el 

color y procedencia de los mismos, siendo este último factor más influyente debido a 

la asociación de las características de la procedencia con la composición química del 

hipocótilo. 

 

Objetivo general 

 

Relacionar la composición química de hipocótilos de L. meyenii tomando como 

factores la procedencia y el color de los mismos. 

 

Objetivos específicos 

 

i. Realizar el análisis proximal de hipocótilos de L. meyenii Walp. 

ii. Realizar la determinación de metabolitos secundarios de hipocótilos de L. 

meyenii Walp. 

iii. Analizar las características de los suelos en donde fueron cultivados los 

hipocótilos. 

iv. Relacionar los parámetros químicos evaluados en hipocótilos y las 

características de las procedencias y colores de hipocótilos. 
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III. GENERALIDADES SOBRE L. meyenii 

 

1. Clasificación taxonómica según Grupo de Filogenia de Angiospermas (APG) 

IV (2016) 

 

Reino:   Plantae 

División:   Magnoliophyta 

Clase:   Magnolipsida 

Orden:   Brassicales 

Familia:   Brassicaceae 

Género:   Lepidium 

Especie:   Lepidium meyenii Walp. 

Nombre común:  maca, ginseng peruano 

 

2. Descripción general 

 

L. meyenii es una planta bienal  (Quiros et. al., 1996) que posee hojas alternadas y 

basales en forma de roseta, donde se van formando nuevas hojas de forma 

constante. El órgano de reserva, engrosado y subterráneo, es la parte comestible y 

se denomina “hipocótilo”, refiriéndose a la región entre la raíz y la parte aérea de 

la planta (Marín-Bravo, 2003). El hipocótilo puede presentarse en diversas formas 

(cónicas o esféricas, por ejemplo) y colores que incluyen el blanco, amarillo, 

plomo, negro, rojo y morado (Aliaga, 1999; Tello et al., 1992).  

  

Siendo una planta bienal, el primer año es invertido en el desarrollo vegetativo de 

la planta. Es decir, se forman y crecen hojas durante 6 a 8 meses, al mismo tiempo 

que engrosa el hipocótilo. En el segundo año, florece y esparce las semillas (Tello 

et al. 1992), que se producen por aproximadamente 2 meses. Una planta produce 

más de 30,000 semillas, notándose que 1000 semillas pesan aproximadamente 0.6 

g (Aliaga 1995). 

 

Actualmente, la zona productora de maca se focaliza en las regiones de Junín y 

Pasco, en la Meseta del Bombón, en los distritos de Junín, Carhuamayo, Óndores 

y San Pedro de Cajas; así como en los distritos de Ninacaca, Vicco y Huayllay a 

una altitud de 3500 – 4500 m.s.n.m. (Arbizu et. al., 1991; Aliaga et. al., 2011) 
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La cosecha de hipocótilos se realiza normalmente entre mayo a julio (entre 7 a 9 

meses) después de la siembra. Durante este período, el hipocótilo alcanza su 

máximo diámetro. De forma general, en el tratamiento posterior a la cosecha las 

hojas son a veces separadas del hipocótilo y éstos son dejados al sol para que 

sequen. Posteriormente se almacenan y comercializan. (Dostert, 2009). 

 

3. Composición química 

 

Diversos autores han indagado sobre la composición nutricional en base a 100 g 

de material seco (Tabla 1). 

 

Tabla 1: Análisis proximal en 100 g de material seco de L. meyenii.  

 
Dini, 

1994 
Vílchez, 2012 

Castaño-

Corredor, 

2008 

Garcia et. 

al., 2009 

Proteína (g) 10.20 14.61 8.87 - 11.60 - 

Lípidos (g) 2.20 0.90 1.09 - 2.20 - 

Fibra (g) 8.50 5.85 8.23 - 9.08 - 

Carbohidratos 

(g) 
59.00 69.53 54.60 - 60-00 - 

Cenizas (g) 4.90 4.97 4.90 - 5.00 - 

Hierro (mg) 16.60 - - 14.70 

Fósforo (mg) - - - 183.00 

Calcio (mg) 150.00 - - 247.00 

Manganeso (mg) 0.80 - - - 

Cobre (mg) 5.90 - - - 

Zinc (mg) 3.80 - - - 

Sodio (mg) 18.70 - - - 

Potasio (mg) 2050.00 - - - 

-: No reportado 

 

En cuanto a metabolitos secundarios, se ha reportado en hipocótilos rojos la 

presencia de: alcaloides, esteroides, saponinas y glucósidos cardíacos; así como la 

ausencia de flavonoides, antraquinonas, lactonas, cumarinas, cardenólidos 

(González et. al., 2005) y flavonoides (Yllescas, 1994). También se ha reportado 

la presencia de los siguientes flavanoles en extracto acuoso: catechin, epicatechin, 

epicatechin gallate, epigallocatechin, epigallocatechin gallate (Fig. 1). Estos le dan 

la habilidad de proveer protección citotóxica a las células en condiciones de estrés 

oxidativo (Ruijters et. al., 2013). 
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Figura 1. Estructura general de flavanoles y algunos sustituyentes 

 

En cuanto a los esteroides, se han reportado los siguientes fitoesteroles en L. 

meyenii: β-sitoesterol, campesterol, ergosterol, brassicasterol, ergostadienol (Fig. 

2) (Dini, 1994). 

Figura 2. Estructuras de esteroles reportados en L. meyenii 

  

ergostadienol 
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En cuanto a los alcaloides, se ha reportado la presencia de (1R, 3S)-1-

methyltetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid (Piacente, 2002); 1,3-dibenzyl-

4,5-dimethyllimidazolium chloride (Lepidilina A); 1,3-dibenzyl-2,4,5-

trimethylimidazolium chloride (Lepidilina B) (Boaling et. al., 2003) y un derivado 

bencilado de 1,2-dihidro-N-hidroxipiridina (macaridina) (Fig. 3) (Muhammad et. 

al., 2001). 

Figura 3. Alcaloides reportados en L. meyenii 

 

Los hipocótilos de L. meyenii poseen una variedad de glucosinolatos (Fig. 4), una 

familia de metabolitos secundarios al cual se le relacionan los efectos medicinales 

(Mc. Collon et. al., 2005).  

Figura 4. Estructura general de glucosinolatos 

 

El sustituyente R puede ser de diversas naturalezas, como se muestra en la Tabla 2 

(Honju, 1999).. 
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Tabla 2. Ejemplos de sustituyentes R en glucosinolatos (Honju, 1999).  
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Estudios previos muestran que el contenido de glucosinolatos varía dependiendo 

de la edad de la planta y color de hipocótilo, habiéndose identificado los 

siguientes compuestos: 5-Methylsulfinylpentyl glucosinolate (Glucoalyssin), 4-

Hydroxybenzyl glucosinolate (Glucosinalbin), Benzyl glucosinolate 

(Glucotropaeolin), 3-Methoxybenzyl glucosinolate (Glucolimnanthin), 4-

Hydroxy-3-indolylmethyl glucosinolate (4-Hydroxyglucobrassicin Indolyl) y 4-

Methoxy-3-indolylmethyl glucosinolate (Yábar, 2011). El contenido de estos es 

menor en hipocótilos secos y productos procesados, en comparación a tejidos 

frescos debido a que son hidrolizados por la enzima mirosinasa cuando se presenta 

daño celular (Sifuentes-Penagos, 2015). Como consecuencia, se pueden degradar 

en tiocianatos, nitrilos e isotiocianatos, los cuales pueden percibirse por el olor 

fuerte proveniente de hipocótilos de L. meyenii (Honju, 1999).. (Fig. 5). 

Figura 5. Productos de degradación de glucosinolatos (Honju, 1999). 

  

Glucosinolato 

Mirosinasa 

D-glucosa 

Epitionitrilo                        Tiocianato                 Nitritlo                Isotiocianato             Oxazolidina-tiona 
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La descomposición de los glucosinolatos se asocia a la producción de macamidas 

y macaenos, compuestos exclusivos de L. meyenii (Esparza et. al., 2015) cuya 

composición porcentual varía entre 0.06% - 0.52% y 0.09 – 0.45%, 

respectivamente. Las macamidas son amidas secundarias constituidas por una 

bencilamina con un sustituyente de ácido graso (Fig. 6). 

Figura 6. Macamidas reportadas en L. meyenii 

 

Los macaenos son ácidos grasos insaturados que usualmente aparecen en 

estructuras de macamidas (Fig. 7). 

Figura 7. Macaeno reportado en L. meyenii 

 

Sobre la relación entre glucosinolatos, macamidas y macaenos, se ha propuesto el 

siguiente esquema biosintético para tejidos de L. meyenii (Fig. 8) (Esparza et. al., 

2015) 
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Figura 8. Esquema propuesto para la biosíntesis de macamidas y macaenos a 

partir de glucosinolatos 

 

Algunas propiedades afrodisíacas son relacionadas a la presencia de los 

compuestos mencionados anteriormente, usándose como marcadores químicos de 

calidad en productos derivados (Melnikovova et. al., 2012) de exportación, tales 

como cápsulas, harina, licor y extractos (González, 2009). 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Material biológico 

 

1.1. Descripción del área de colecta de los hipocótilos 

 

Se colectaron hipocótilos de L. meyenii de productores de localidades 

ubicadas en las regiones de Junín y Pasco. El material colectado fue 

sembrado, cosechado y donado por dos productores: los señores Arturo 

Cárdenas Condori y Moisés Alderete Yali. El material del señor Arturo 

Cárdenas pertenece a la zona baja (Achipampa) y fue sembrado en octubre 

2015; mientras que el material del señor Moisés Alderete pertenece a la zona 

alta (Ninacaca y Junín) y fue sembrado en noviembre 2015 (Tabla 3, Fig. 17). 

La cosecha de todos los hipocótilos se realizó durante Julio 2016. 

 

Tabla 3: Descripción del área de estudio por distrito y localización  

Productor Departamento Provincia Distrito 
Coordenada 

S 

Coordenada 

W 

Altitud 

(msnm) 

Arturo 

Cárdenas 

Condori 

Junín Chupaca 
Yanacancha 

(Achipampa) 
12°09.702’ 75°21.836’ 4066 

Moisés 

Alderete 

Yali 

Pasco Pasco Ninacaca 10°47.517’ 76°05.348’ 4507 

Junín Junín Junín 11°12.042’ 76°05.465’ 4495 

 

 

1.2. Colecta del material biológico 

 

Posterior a la cosecha, cada productor separó sus hipocótilos por colores 

según una distinción visual, cuyo criterio quedó a elección de cada uno. El 

material cosechado por el productor Arturo Cárdenas (zona baja) comprende 

los hipocótilos de 3 colores: amarillo, morado y negro; mientras que el 

material cosechado por el productor Moisés Alderete (zona alta) comprende 

hipocótilos de 4 colores: amarillo, morado, negro y rojo. En total se 

colectaron hipocótilos de  11 accesiones (Tabla 4) El productor Arturo 

Cárdenas no entregó hipocótilos rojos. 
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Tabla 4: Lista de accesiones utilizadas en el análisis químico de hipocótilos 

de L. meyenii 

Productor Procedencia Color de 

hipocótilo 

Accesión 

Arturo 

Cárdenas 

Achipampa (A) Amarillo (A) AA 

  Negro (N) AN 

  Morado (M) AM 

Moisés 

Alderete 

Junín (J) Amarillo (A) JA 

  Morado (M) JM 

  Negro (N) JN 

  Rojo (R) JR 

 Ninacaca (N) Amarillo (A) NA 

  Morado (M) NM 

  Negro (N) NN 

  Rojo (R) NR 

 

Por cada accesión, se recibieron aproximadamente 5 kg de hipocótilos. Estos 

fueron separados en bolsas rafia, almacenadas en contenedores herméticos 

rodeados con geles de hielo y trasladadas a las instalaciones de los 

Laboratorios de Investigación y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia (en un lapso no mayor a 12 horas), donde fueron 

almacenados en un ambiente a  -15°C hasta el momento de su uso. 

 

1.3. Selección de muestras biológicas 

 

Por cada accesión se tomó aproximadamente 1 kg de hipocótilos al azar. 

Estos fueron examinados y se descartaron los que estaban en mal estado 

(podridos, que presentaban tejido muerto y/o estaban mordidos). El material 

que estaba en buen estado fue lavado con agua potable para remover 

impurezas de campo, luego enjuagado con agua destilada y secado con papel 

absorbente. Seguidamente, la parte aérea de cada hipocótilo fue cortada y 

desechada, quedando solo la parte comestible. A partir de este material se 

comenzaron a hacer los análisis (Fig. 9). 
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Figura 9. Proceso de selección y preparación de los hipocótilos 

 

1.4. Medición de características generales 

 

De cada accesión, se tomaron 10 hipocótilos por el método de cuarteo 

(Gallego et al., 2015). Para cada hipocótilo se midió el peso fresco usando 

una balanza analítica. Seguidamente, se anotó las características generales de 

forma y color según accesión. 

 

1.5. Preparación de las muestras para los análisis químicos 

 

Los hipocótilos fueron cortados en trozos y triturados usando un procesador 

de alimentos marca IMACO FP600. Estos fueron almacenados en bolsas 

herméticas y trasladados al Laboratorio de Química (Departamento de 

Ciencias Exactas – Sección Química, UPCH), donde fueron guardados a -

20°C hasta el momento de su uso. 

 

Hipocótilos 

Hipocótilos en 
buen estado 

Hipocótilos 
limpios 

Parte 
comestible 

Análisis de 
hipocótilos 

Parte aerea 

Impurezas de 
tierra 

Hipocótilos en 
mal estado 
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De los hipocótilos triturados, se separó aproximadamente 300 g para el 

análisis proximal. El material restante fue secado a 42°C durante 48h en una 

estufa de control automático, molido en el procesador de alimentos y  

almacenado en bolsas herméticas a -20°C. Dicho material fue destinado para 

el análisis de metabolitos secundarios y el análisis de antocianinas. (Fig. 10). 

 

 

Figura 10. Distribución de la muestra biológica para los análisis químicos 

 

 

2. Análisis proximal 

 

Los reactivos, instrumentos, equipos y procedimientos empleados en el análisis 

proximal son descritos detalladamente en el ANEXO 3. 

 

2.1. Descripción general del proceso 

 

Del material triturado húmedo, se separaron 10 muestras para realizar el 

análisis de humedad. Seguidamente, las 10 muestras secas fueron molidas en 

mortero y separadas en 3 grupos: 3 para proteínas, 3 para grasas y 3 para 

cenizas. Las muestras fueron almacenadas en bolsas herméticas a -20°C hasta 

el momento de su uso. Las muestras desengrasadas fueron molidas y 

empleadas para determinar el contenido de fibras y carbohidratos totales. Por 

otro lado, las cenizas se usaron para determinar los valores de fósforo, hierro 

y calcio (Fig. 11). 

 

Hipocótilos 
triturados 

Análisis 
proximal 

Material 
triturado y 

secado 

Determinación 
de metabolitos 

secundarios 

Evaluación de 
antocianinas 
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Figura 11. Procedimiento general del análisis proximal 

 

2.2. Determinación de humedad 

 

La humedad fue determinada según el método descrito por Piacente et al. 

(2002). La muestra se calentó a 40°C en una estufa y la pérdida de peso se 

utilizó para calcular el contenido de agua de la misma. Se calculó el 

contenido de agua en base a materia fresca. Se prefirió emplear esta 

metodología en lugar de descrita por la AOAC debido a que los hipocótilos 

secados a 60°C o más se quemaban y mostraban un evidente deterioro.  

 

2.3. Determinación de proteínas 

 

Las proteínas fueron determinadas según el método normalizado de la AOAC 

2001.11 (2001) para proteínas en alimentos. El nitrógeno proteico es digerido 

y convertido a (NH4)2SO4. (1) 

 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 + 𝐻2𝑆𝑂4 → (𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4 + 𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂                         (1) 

 

El sulfato de amonio es tratado con una base fuerte, formándose amoníaco 

(2), el cual es destilado y capturado en ácido bórico (3). 

 

(𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4 + 2𝑁𝑎𝑂𝐻 → 2𝑁𝐻3 +      𝑁𝑎2𝑆𝑂4   + 2𝐻2𝑂            (2) 

𝑁𝐻3 +      𝐻3𝐵𝑂3   →  𝑁𝐻4
+ + 𝐻2𝐵𝑂3

−                                              (3) 

 

Humedad 

Grasa 

Material 
desengrasado 

Fibra 
Carbohidratos 

totales 

Proteínas Cenizas 

Fósforo Hierro Calcio 
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La titulación volumétrica con ácido clorhídrico, previamente estandarizado, 

comprende la siguiente reacción (4): 

 

(𝑁𝐻4)(𝐻2𝐵𝑂3) + 𝐻𝐶𝑙 → 𝑁𝐻4𝐶𝑙 + 𝐻3𝐵𝑂3                               (4) 

 

Se calcula el contenido de nitrógeno y se utiliza 6.25 como factor para la 

conversión de nitrógeno a proteína. 

 

2.4. Determinación de grasas totales 

 

Las grasas totales fueron determinadas según el método normalizado de la 

AOAC 7.056 (1980) para grasas en alimentos. Las grasas son extraídas en 

éter etílico por extracción continua empleando un equipo de Soxhlet durante 

un mínimo de 4 horas. Se calcula la ganancia de peso en el balón que 

contiene el extracto etéreo.  Se calcula el contenido de grasas en base a 

materia seca. El análisis se hizo por triplicado. 

 

2.5. Preparación de las muestres desengrasadas para la determinación de 

fibra bruta y carbohidratos totales 

 

Cada muestra desengrasada fue molida con mortero hasta que las partículas 

atravesaran una malla Tyler 30. Al menos 2 g de este material fue destinado 

al análisis de fibras. Por otra parte, se molió 1 g de muestra desengrasada 

hasta que atravesara una malla Tyler 40. Esta porción de la muestra fue 

guardada para la determinación de carbohidratos totales. 

 

2.6. Determinación de fibra bruta 

 

La fibra bruta fue determinada usando el método normalizado por la AOAC 

7.061 (1980) para fibra vegetal en alimentos. La muestra, previamente 

desengrasada, es hervida dos veces consecutivas: la primera vez con ácido 

sulfúrico 1.25 % m/V y la segunda con hidróxido de sodio 1.25 % m/V. 

Posteriormente se calcina y se considera “fibra cruda (o bruta)” a la diferencia 

de peso entre la muestra obtenida de la hidrólisis y el residuo inorgánico 

luego de la calcinación. El análisis se hizo por triplicado. El contenido de 
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fibra se reporta sobre el material seco, tomando en cuenta que la muestra ha 

sido desengrasada. 

 

2.7. Determinación de carbohidratos totales 

 

Los carbohidratos totales abarcan 

Estos fueron determinados basado en el método colorimétrico de antrona  

para carbohidratos totales en plantas (Taiz, 2006). La muestra, previamente 

desengrasada, es tratada con ácido clorhídrico para hidrolizar los 

carbohidratos complejos (Fig. 12). En esta etapa, los polisacáridos y 

oligosacáridos son hidrolizados en monosacáridos de glucosa y/o fructosa. 

 

 

Figura 12. Hidrólisis de almidón (polisacárido) en unidades de glucosa 

 

El posterior tratamiento con ácido sulfúrico (del reactivo de antrona) 

deshidrata los azúcares simples en furfurales (5-hydroximetilfurfural en el 

caso de glucosa e hidroximetilfurfural en el caso de fructosa) (Fig. 13), 

quienes forman un complejo azul-verdoso con el reactivo de antrona (Fig. 

14). 

 

Figura 13. Deshidratación de glucosa en 5-hydroximetilfurfural 

 

Figura 14. Reacción de hidroximetil furfural con la antrona 

 

La intensidad de coloración es medida espectrofotométricamente.  El 

contenido de carbohidratos totales se reportan como equivalentes de glucosa, 
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en base al material seco y tomando en cuenta que la muestra fue 

desengrasada. El análisis se hizo por triplicado. 

 

2.8. Determinación de cenizas 

 

Las cenizas fueron determinadas según el método normalizado de AOAC 

7.009 (1980) para cenizas en alimentos. Las muestras son calcinadas a 550°C 

durante 8 horas hasta que las cenizas sean blancas o grisáceas. El residuo que 

queda luego de la calcinación es utilizado para calcular el contenido de 

cenizas. El análisis se hizo por triplicado. Se reporta el contenido de cenizas 

en base a materia seca. 

 

2.9. Preparación de la muestra de cenizas para el análisis de hierro, fósforo y 

calcio 

 

A la cápsula que contiene la muestra calcinada, se le agregó 6 ml de HCl 6N 

y se calentó suavemente por 30 minutos, reponiendo la evaporación del 

solvente. La muestra se filtra y se lava con agua destilada, recogiendo el 

filtrado en una fiola de 50 ml y completando con agua destilada. 

 

2.10. Determinación de hierro 

 

La determinación de hierro se realizó usando el método normalizado por la 

AOAC 937.03 (1980) para hierro en alimentos. La muestra es preparada 

usando cloruro de hidroxilamina para reducir todos los iones Fe
+3

 a Fe
+2

 (5) 

 

2𝑁𝐻2𝑂𝐻 +  4𝐹𝑒+3  →  4𝐹𝑒+2 + 𝐻2𝑂 + 4𝐻+                                         (5) 
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La muestra es luego tratada con el reactivo o-fenantrolina, el cual reacciona 

selectivamente con dicho metal formando un complejo color naranja (Fig. 

15). 

 

 

Figura 15. Formación del complejo entre iones Fe
+2

 y o-fenantrolina 

 

La intensidad de esta coloración es medida espectrofotométricamente. El 

análisis fue realizado por triplicado. El resultado se expresa en mg sobre 

muestra seca. 

 

2.11. Determinación de fósforo 

 

La determinación de fósforo se realizó usando el método normalizado por la 

AOAC 976.15 (1980) para fósforo en alimentos. La muestra es tratada con 

molibdato de amonio y reacciona con los iones fosfatos de la solución 

formando un complejo color azul. La intensidad de esta coloración es medida 

espectrofotométricamente. El análisis fue realizado por triplicado. El 

resultado se expresa en mg sobre muestra seca. 

 

En condiciones ácidas, el fosfato reacciona con el molibdato formando 

fosfomolibdato (6), el cual es reducido por el ion oxalato, teniendo como 

consecuencia la formación del ion 𝑃𝑀𝑜4𝑀𝑜8𝑂10
−7 de color azul (7). 

 

12(𝑁𝐻4)𝑀𝑜𝑂4 +  𝐻3𝑃𝑂4 + 21𝐻+  →  (𝑁𝐻4)3[𝑃𝑀𝑜12𝑂40] + 21𝑁𝐻4
+ + 12𝐻2𝑂 (6) 

𝑃𝑀𝑜12𝑂40
−3 +  2𝐶2𝑂4

−2  →  𝑃𝑀𝑜4𝑀𝑜8𝑂10
−7 + 4𝐶𝑂2                                                 (7) 
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2.12. Determinación de calcio 

 

La determinación de calcio se realizó usando el método normalizado por la 

AOAC 927.92 (1980) para calcio en alimentos. La muestra es tratada con una 

solución de oxalato de amonio, precipitando oxalato de calcio (8), el cual es 

luego disuelto en ácido sulfúrico (9) y finalmente valorado con permanganato 

de potasio en una reacción de óxido-reducción (10) 

 

(𝑁𝐻4)2𝐶2𝑂4 + 𝐶𝑎+2  → 𝐶𝑎𝐶2𝑂4 + 2𝑁𝑎+                                       (8) 

𝐶𝑎𝐶2𝑂4 + 𝐻2𝑆𝑂4  →  𝐻2𝐶2𝑂4 + 𝐶𝑎𝑆𝑂4                                           (9) 

5𝐶2𝑂4
−2 + 2𝑀𝑛𝑂4

− + 16𝐻+ →  10𝐶𝑂2 + 2𝑀𝑛+2 + 8𝐻2𝑂      (10) 

 

El análisis fue realizado por triplicado. El resultado se expresa en mg sobre 

muestra seca. 

 

 

3. Análisis de suelos 

 

Se tomaron muestras de suelos de cada procedencia. El análisis estuvo a cargo del 

Laboratorio de suelos de la Universidad Agraria La Molina (UNALM). Las 

variables evaluadas fueron: pH, conductividad eléctrica (CE), materia orgánica 

(MO), fósforo disponible, potasio disponible, calcio, magnesio y potasio.  

 

 

4. Determinación de metabolitos secundarios 

 

La metodología detallada de la marcha fitoquímica se encuentra en el ANEXO 4. 

 

Se realizó la marcha fitoquímica basada en la metodología descrita por Lock 

(2016) para determinar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios. De la 

muestra se determinó directamente la presencia de saponinas y compuestos 

fenólicos. A partir del extracto metanólico se determinó la presencia de: taninos, 

flavonoides, antraquinonas, esteroides y alcaloides (Fig. 16).  
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Figura 16. Determinación de metabolitos secundarios en hipocótilos de L. 

meyenii (Basado en Lock, 2016) 
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filtrar 

4 ml 



25 
 

Las pruebas químicas para determinar la ausencia o presencia de los metabolitos 

secundarios se resumen en la tabla 5: 

 

Tabla 5. Pruebas químicas cualitativas empleadas para determinar los metabolitos 

secundarios de L. meyenii 

 
Metabolito 

secundario 
Método Criterio de presencia 

1 Compuestos fenólicos Cloruro férrico Azul, verde o negro 

2 Taninos 
Gelatina – cloruro de 

sodio 
Precipitado 

3 Flavonoides Shinoda Tonos rojos 

4 Esteroides Liebermann-Burchard Verde, azul verdoso 

5 Quinonas Bornträger Rojo en fase acuosa 

6 Saponinas Espuma Espuma 

7 Alcaloides Dragendorff Rojo a naranja 

  Mayer Blanco a crema 

  Wagner Marrón 

 

 

5. Cromatografía de papel para antocianinas 

 

Se analizó el perfil de antocianinas por cromatografía de papel (Coutinho, 2004) 

para evaluar si existen diferencias en la composición de pigmentos que 

caracterizan externamente a los hipocótilos morados y rojos. Se molió material 

seco hasta colectar 1 g que pasara la malla Tyler 30. Se hicieron dos extracciones 

con 20 ml de HCl metanólico al 1%, se juntaron ambas porciones extraídas y se 

dejó evaporar todo el solvente hasta quedar solamente 5 ml. De esta porción se 

tomaron las muestras para realizar la cromatografía. 

 

Se armó una cámara cromatográfica  empleando una probeta de 2L debido a que 

proporcionaría un recorrido más largo para la fase móvil. La fase móvil consistió 

en el sistema n-butanol: ácido acético: agua (4:1:5). Este se agregó en la probeta, la 

cual fue tapada con papel aluminio y se esperó 30 minutos para que sature la 

cámara. Para cada muestra se prepararon tiras de papel filtro de 50 cm x 0.5 cm. La 

siembra del extracto metanólico se hizo a 4 cm de la base del papel. Las tiras 

fueron insertadas en la probeta y se revisaron los resultados luego de 48 horas. 
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6. Tratamiento de datos 

 

Se hizo el tratamiento de los datos experimentales del análisis proximal usando el 

programa STATISTICA 7. Para las salidas gráficas de los resultados se utilizó el 

programa SigmaPlot 11.0 

 

Con el fin de evaluar diferencias entre las accesiones evaluadas, se realizó un 

ANOVA de efectos principales para el peso de los hipocótilos y para todos los 

parámetros del análisis proximal. Las pruebas a posteriori (LSD de Fisher) 

permitieron comparar los promedios entre accesiones y determinar cuáles eran 

semejantes entre sí. También se realizó un ANOVA factorial de 2 vías (factores: 

procedencia y color) en el que solo se evaluaron los hipocótilos de las 

procedencias Junín y Ninacaca, que pertenecían a un mismo productor y a una 

altitud semejante.  

 

Se evaluó la asociación de los parámetros del análisis proximal con una 

correlación de coeficientes de Pearson. Tomando en cuenta estas correlaciones, se 

realizó un análisis de componentes principales (PCA). Para este último análisis, 

no se tomaron en cuenta los datos de humedad ni grasas, debido a que estos 

carecen de interés para el consumidor final de L. meyenii. Se hizo un ANOVA de 

efectos principales para evaluar los efectos de la procedencia y color en los dos 

primeros componentes, PC1 y PC2. 

 

Con los puntajes de cada componente principal, se realizó un MANOVA para 

detectar el efecto general de la procedencia en los componentes principales. Del 

mismo modo, se realizaron ANOVAs univariados para evaluar el efecto de la 

procedencia sobre cada componente principal. Las pruebas a posteriori (LSD de 

Fisher) permitieron ver qué procedencias se parecían entre ellas. 
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V. RESULTADOS 

 

1. Características generales 

 

Los hipocótilos de L. meyenii presentaron formas esféricas y cónicas. En cuanto al 

color, se observó que los hipocótilos negros de Achipampa son más oscuros que 

los de Junín y Ninacaca (Fig. 18). Los pesos oscilaron entre 6.48 g y 46.78 g 

(Tabla 6). Al evaluar el material obtenido de las tres localidades y colores, se 

encontró que existen diferencias significativas de peso debidas a la procedencia y 

color, siendo las diferencias por procedencia de mayor magnitud (ANOVA de 

efectos principales, Tabla 7). Los hipocótilos de la zona baja (Achipampa) son 

más livianos que los de la zona alta (Junín y Ninacaca). Al comparar el material 

del mismo productor en dos localidades, se encontró que los hipocótilos de Junín 

son más pesados (Tabla 6, Fig. 19) y que existen diferencias significativas por 

procedencia, color, así como la interacción de ambos factores (ANOVA de dos 

vías con interacción, Tabla 8). 

 

En cuanto a los colores, se observa que los hipocótilos negros son generalmente 

más ligeros en las tres zonas de cultivo, mientras los hipocótilos morados son los 

más pesados (Tabla 6). 

 

 

2. Análisis proximal 

  

Los resultados del análisis proximal se presentan en la Tabla 9. 

 

Con el ANOVA de efectos principales, se encontró que hay diferencias 

significativas por procedencia para todos los parámetros evaluados, excepto para 

grasas. Por el color de hipocótilo, se encontró diferencias significativas para todos 

los parámetros, excepto carbohidratos totales y fósforo (ANOVA de efectos 

principales, Tabla 10). En general, los hipocótilos de la zona alta (Ninacaca y 

Junín) presentan los mayores contenidos de humedad, cenizas y fósforo (Fig. 20 y 

21), mientras que los hipocótilos procedentes de la zona baja (Achipampa), 

presenta un mayor contenido de hierro (Fig. 21).   
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Al momento de evaluar solamente los hipocótilos de la zona alta del mismo 

productor (Junín y Ninacaca), el ANOVA factorial de 2 vías (Tabla 15), 

determinó que las diferencias significativas persisten de forma similar al primer 

ANOVA, a excepción de las cenizas que dejaron de presentar diferencias 

significativas por procedencia o color. Adicionalmente, se encontró que para todos 

los parámetros hay diferencias significativas frente a la interacción de la 

procedencia y color de hipocótilo.  

 

Con la correlación de Pearson, se encontró que el contenido de humedad guarda 

una fuerte relación positiva (0.76) con el contenido de fósforo, así como una 

relación negativa con el hierro (-0.52). El contenido de proteínas posee una fuerte 

relación negativa (-0.65) con el contenido de fibra. Del mismo modo, se observó 

que las cenizas poseen una fuerte relación positiva con el contenido de fibra, así 

como una fuerte relación negativa para el contenido de carbohidratos totales 

(Tabla 11). 

 

En el análisis de componentes principales, se encontró que los dos primeros 

componentes explicaron el 74.60% de la varianza total de los resultados. Para el 

PC1 (52.91%) contribuyen de forma significativa proteínas, fibra, carbohidratos 

totales, cenizas y calcio. Por otra parte, para el PC2 (21.69%), contribuyen de 

forma significativa los parámetros de fósforo y hierro (Tabla 12).  

 

El ANOVA de efectos principales evaluó si la procedencia y el color de hipocótilo 

afectaban significativamente los dos primeros componentes del PCA. Se encontró 

que existen diferencias significativas por procedencia, mas no por color de 

hipocótilo (Tabla 13).  Al evaluar las similitudes entre procedencias, se encontró 

que Ninacaca se diferencia de Achipampa y Junín en el PC1, mientras Achipampa 

se diferencia de Junín y Ninacaca en el PC2 (Fig. 23). 

 

El MANOVA mostró efectos significativos de la procedencia. Seguidamente, los 

ANOVAs univariados mostraron también diferencias significativas para el efecto 

de cada componente sobre la procedencia (Tabla 14). 
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3. Análisis de suelos 

 

Los resultados del análisis de suelo se presentan en la tabla 16. Los valores de pH 

oscilaron entre 3.58 a 4.98. Por otra parte, la zona baja (Achipampa) presenta el 

menor contenido de fósforo disponible, así como el mayor contenido de calcio. Los 

suelos de las zonas altas (Junín y Ninacaca) presentan valores más altos de fósforo 

disponible y menores de calcio. 

 

4. Determinación de metabolitos secundarios 

 

Para todos los hipocótilos, se determinó la presencia de: compuestos fenólicos, 

esteroides, y alcaloides. Asimismo, se determinó la ausencia de: taninos, quinonas, 

saponinas. En cuanto a los flavonoides, se determinó la presencia de estos 

solamente en los hipocótilos morados y rojos mientras que los hipocótilos 

amarillos y negros carecen de estos. Adicionalmente, se notó que los hipocótilos 

morados de Achipampa (accesión AM) presentaron una mayor intensidad en la 

reacción para flavonoides, en comparación a los hipocótilos morados de Junín y 

Ninacaca (Tabla 17, Fig. 24) 

 

5. Cromatografía de papel de antocianinas 

 

Para los hipocótilos rojos, se logró distinguir solo 1 mancha coloreada mientras 

que para los hipocótilos morados de las zonas altas (Junín y Ninacaca) se logró 

distinguir 2 manchas coloreadas. Por otra parte, para los hipocótilos morados de 

Achipampa, se logró distinguir hasta 4 manchas coloreadas. Los valores de Rf se 

presentan en la tabla 18. Se observa que hay un Rf similar a las 5 accesiones 

evaluadas y que los hipocótilos morados, en general, comparten una mancha 

adicional. Los hipocótilos morados de Achipampa presentan dos manchas 

adicionales en R2 y R4. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

Al momento de comparar todas las accesiones de hipocótilos de L. meyenii, se 

encontraron diferencias significativas por color y procedencia excepto para el 

parámetro de grasas, lo cual puede deberse a que el contenido de estos es bastante 

pequeño (menor a 1%). Otros estudios también han reportado que no hay diferencias 

significativas (p>0.05) cuando se comparan los niveles de grasa en hipocótilos de 

distintos colores o procedencias (Cheng, 2017). En general, se observa que las 

diferencias por procedencia de los hipocótilos son de mayor relevancia que por colores 

(Tabla 7, Tabla 10). Para evaluar hipocótilos de igual color en distintas procedencias, 

se evaluaron también las diferencias tomando en cuenta solo los hipocótilos de la zona 

alta (Tabla 8, Tabla 15). De igual modo, las diferencias por procedencia fueron de 

mayor magnitud que por color de hipocótilo. 

 

En relación a las características generales, se encontró que los hipocótilos de la zona 

baja (Achipampa) son más livianos que en zona alta (Junín y Ninacaca) y, por tanto, 

más pequeños. En la zona baja, el fósforo disponible fue mucho menor (4.9 ppm) en 

comparación al de las zonas altas (12.4 ppm y 43.7 ppm, respectivamente). Se sabe 

que el fósforo disponible está asociado directamente a funciones de crecimiento y 

actividad metabólica en plantas a través de procesos de transferencia de energía 

(Pardede, 2004), lo cual explicaría la diferencia de tamaño en hipocótilos de zonas 

altas y bajas. La concentración de fósforo disponible en la zona baja (Achipampa) se 

clasificaría como bajo (menor a 7 ppm), mientras que las concentraciones en los suelos 

de Junín y Ninacaca se clasificarían como moderada (entre 7 y 15 ppm) y alto (mayor 

a 15 ppm), respectivamente (Hazelton, 2007).  No obstante, la relación se pierde al 

comparar solamente hipocótilos de Junín y Ninacaca.  

 

El análisis de correlación de Pearson mostró que hay una relación significativa entre el 

parámetro de fibras con los valores de carbohidratos, cenizas, fósforo y hierro (Tabla 

11). Con esta correlación, se procedió a evaluar cómo se organizaban los datos con el 

análisis de componentes principales. Se observó que la varianza de los parámetros del 

análisis proximal de los hipocótilos se explica por procedencia y no por color (Fig. 

22). Cuando evaluamos los factores de carga, encontramos que todas las variables 

evaluadas están  involucradas en alguno de los componentes. Al momento de evaluar 

el efecto de la procedencia en los dos primeros componentes, encontramos que las 
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diferencias significativas se mantienen (Tabla 14). Atribuimos, entonces, que las 

condiciones en que se desarrollan los hipocótilos son más relevantes que el color al 

momento de diferenciarlos.  

 

El análisis de componentes principales nos permite observar que los hipocótilos de 

Junín y Ninacaca se asemejan por el PC2 (fósforo, hierro), mientras estos se 

diferencian de los hipocótilos de Achipampa por el PC1 (proteínas, fibra, fósforo, 

calcio y ceniza) (Tabla 12). Chen (2017) muestra en un estudio comparativo de 

hipocótilos amarillos de L. meyenii, que el sitio de cultivo afecta significativamente el 

contenido de proteínas y fibra; muestra también que hipocótilos morados y negros en 

una misma zona de cultivo difieren significativamente en el contenido proteico. Por 

otra parte, sabe que la acidez del suelo puede interferir con la incorporación de 

minerales como fósforo (P), calcio (Ca), hierro (Fe) y magnesio (Mg) (Poschenrieder 

et.al., 1995), lo cual explicaría que los hipocótilos de Ninacaca (pH=3.58) posean un 

menor contenido de calcio que los de Junín y Achpiampa (pH=4.98 y pH=4.53). Por 

otra parte, se sabe que las bajas temperaturas dificultan la absorción de hierro (Schulte, 

2004), lo cual se asociaría con el alto contenido de hierro en hipocótilos de 

Achipampa, la zona baja, que es más relativamente más cálida que las zonas altas 

(Lozano-Canales, 2017 – resultados no publicados).  Atribuimos, entonces, que las 

características del ambiente afectan a los hipocótilos en relación al contenido proteico, 

de carbohidratos, de fósforo, hierro y calcio.  

 

Al momento de comparar el contenido de carbohidratos de hipocótilos entre Junín 

(53.23%) y Ninacaca (58.24%) encontramos una relación directa con el fósforo 

disponible en el suelo correspondiente (12.4 ppm y 43.7 ppm). El fósforo participa 

dentro de la síntesis y acumulación de almidón y sacarosa en plantas (Vega, 1998), lo 

cual explicaría el incremento de carbohidratos totales en hipocótilos de Ninacaca. La 

relación entre fósforo disponible y contenido de carbohidratos no se mantiene con los 

hipocótilos de Achipampa, lo cual podría ser consecuencia del manejo agronómico del 

agricultor. 

 

En cuanto a la determinación de metabolitos secundarios, solo se encontraron 

diferencias en la determinación de flavonoides, donde se observó que hipocótilos 

morados y rojos dieron positivo a la prueba de Shinoda (Tabla 17). Adicionalmente, se 

observó que la muestra de hipocótilos de Achipampa presentó una coloración roja más 
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intensa que la de las muestras de hipocótilos de las zonas altas (Fig. 24). Esto fue lo 

que nos llevó a la exploración de antocianinas por cromatografía de papel.   

 

Los resultados de la exploración de antocianinas por cromatografía en papel permite 

deducir que los hipocótilos rojos y morados definitivamente no poseen los mismos 

pigmentos, dado que para los hipocótilos rojos solo se consiguió calcular un Rf, 

mientras se determinaron múltiples Rf para los hipocótilos morados (Tabla 18). Al no 

poseer la misma cantidad de franjas, podemos afirmar que el color observado del 

hipocótilo definitivamente no corresponde a un mismo pigmento (Martí et. al., 2008). 

A pesar de que los hipocótilos rojos no presentan el mismo Rf, es probable que esto se 

deba a las condiciones del medio en el que se encuentran, pues su estabilidad se ve 

afectada por las condiciones del ambiente: grado de oxidación, temperatura, presencia 

de iones, pH y la combinación de azúcares sustituyentes (Vermerris, 2009). 

 

En cuanto a los hipocótilos morados, se observó que los cromatogramas de los 

hipocótilos de Junín y Ninacaca son similares, pero estos dos difieren notablemente 

con el cromatograma del hipocótilo de la zona baja, el cual posee 2 valores de Rf 

adicionales (Tabla 18). Esto nos permite afirmar que, si bien los hipocótilo morados 

pueden verse iguales a simple vista, definitivamente no es debido a los mismos 

compuestos químicos (Burriel et. al., 2008). Sin embargo, en este punto no se puede 

determinar si la diferencia en la pigmentación es consecuencia de la procedencia del 

hipocótilo o es consecuencia del manejo de semillas del agricultor.  

 

Tanto en la exploración de antocianinas (Tabla 18) y en la observación general de 

hipocótilos (Fig. 18), se observó que la pigmentación de hipocótilos del “mismo color” 

es distinta en la zona de Achipampampa, siendo más intensa. Esto nos podría llevar a 

pensar que algunas características de la procedencia estarían modulando la 

pigmentación de hipocótilos; sin embargo, esto debe estudiarse más detalladamente 

para el caso de L. meyenii, puesto se conoce que en otras especies como Vitis vinifera, 

la intensidad de radiación UV puede tener una influencia positiva en el contenido total 

de antocianinas y que las temperaturas del medio pueden explicar la variación de estas 

(Fernandes de Oliveria et. al., 2015) 

 

En este sentido, sería interesante profundizar el estudio de la pigmentación de 

hipocótilos, dado que su valor comercial se basa únicamente en el color observado; no 
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obstante, se pudo observar que los hipocótilos morados de las zonas altas y bajas no 

poseen la misma composición de pigmentos. 
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

- El metabolismo primario se relaciona con el color de hipocótilo y procedencia, 

siendo este último factor de mayor magnitud y relevancia. 

- Las características del ambiente se asociarían a variaciones en el contenido de 

proteína, fibra, carbohidratos, hierro, fósforo y calcio. 

- El color de hipocótilo no explica la varianza de los parámetros del análisis 

proximal. 

- Se encontraron flavonoides sólo en hipocótilos rojos y morados. 

- La diversidad de antocianinas en hipocótilos morados estaría asociada a la 

procedencia. 

 

 

Recomendaciones 

 

- Investigar más acerca de los compuestos químicos asociados a la coloración de 

hipocótilos empleando análisis instrumental como HPLC-MS con el fin de poder 

identificarlos. 

- Investigar sobre factores ambientales (como radiación, temperatura y presencia de 

metales en suelo) relacionados a la pigmentación en hipocótilos. 

- Investigar sobre la variación de glucosinolatos, macamidas y/o macaenos en 

hipocótilos de iguales colores cultivados en distintas zonas con el fin de evaluar 

cómo la procedencia afecta la composición de compuestos bioactivos asociados a 

las propiedades medicinales. 
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ANEXO 1: FIGURAS 
 
Figura 17: Distribución de las zonas de colecta de hipocótilos de L. meyenii. Se muestran los 
puntos: A: Achipampa, B: Junín, C: Ninacaca 
 

 
 

C 
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Figura 18. Hipocótilos de L. meyenii. Se muestran los hipocótilos por procedencia y colores: 
A: Achipampa, B: Ninacaca, C: Junín. 
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Figura 19. Pesos frescos de hipocótilos de L. meyenii. Las letras representan las diferencias 
significativas (p<0.05), entre accesiones. 
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Figura 20. Análisis proximal de hipocótilos de L. meyenii.  Las letras representan las 
diferencias significativas (p<0.05), entre accesiones. Para “grasas” y  “carbohidratos totales”, 
no hubo diferencias significativas entre accesiones. 
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Figura 21. Análisis proximal (fósforo, hierro, calcio) de hipocótilos de L. meyenii. Las letras 
representan las diferencias significativas (p<0.05), entre accesiones. 
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Figura 22. Ordenamiento de las accesiones según los parámetros del análisis proximal. Se muestra la salida gráfica del análisis de componentes 
principales (PCA) 
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Figura 23. Representación gráfica de la similitud entre accesiones para cada componente. (A) PC1 
(proteínas, fibra, calcio), (B) PC2 (fósforo, hierro). Las letras sobre las barras representan la 
diferencias significativas (p<0.05) entre las procedencias. 
 

  

Achipampa Junín Ninacaca

P
C

1
 (

5
2
.9

1
%

)

-3

-2

-1

0

1

2

3

Achipampa Junín Ninacaca

P
C

2
 (

2
1
.6

9
%

)

-3

-2

-1

0

1

2

3

a a b

b a a



49 
 

Figura 24. Reacción de Shinoda para la determinación de flavonoides en extracto metanólico de L. 
meyenii. De izquierda a derecha: AA, AM, AN, JA, JM, JN, JR, NA, NM, NN, NR y metanol. Se observa 
que la coloración para la accesión AM difiere de JN y NM, a pesar de ser el mismo color de 
hipocótilo. 
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ANEXO 2: TABLAS 
 
Tabla 6. Características generales de hipocótilos de L. meyenii. Se presentan los promedios 
(± error estándar) por zonas, colores y accesiones. Las letras representan las diferencias 
significativas (p<0.05) entre accesiones. 
 

Código Peso de hipocótilo (g)  
Achipampa [A] 10.93 ± 1.50  
Junín [J] 34.60 ± 3.19  
Ninacaca [N] 26.12 ± 1.90  
Amarillo [A*] 25.60 ± 3.03  
Morado [M] 31.22 ± 3.57  
Negro [N*] 18.17 ± 2.65  
Rojo [R]  25.34 ± 3.77  
AA* 11.30 ± 2.09 de 
AM 15.00 ± 3.28 de 
AN* 6.48 ± 1.57 e 
JA* 37.31 ± 6.22 ab 
JM 46.78 ± 5.99 a 
JN* 19.37 ± 5.03 cd 
JR 34.92 ± 5.79 ab 
NA* 28.18 ± 2.59 bc 
NM 31.89 ± 4.51 b 
NN* 28.67 ± 3.51 bc 
NR 15.76 ± 2.50 de 

 
 
Tabla 7. ANOVA de efectos principales para evaluar el efecto de la procedencia y color de 
sobre los pesos de hipocótilo en las parcelas de Achipampa, Junín y Ninacaca. 
 

 GL MS F P 
Procedencia [P] 2 59.343 32.872 <0.0001 
Color [C] 3 12.010 6.653 <0.001 
R2 44.21%    
 
 
Tabla 8. ANOVA de dos vías con interacción para evaluar el efecto de la procedencia y color 
de hipocótilo sobre los parámetros del análisis proximal para las parcelas de Junín y 
Ninacaca. 

 
 GL MS F P 

Procedencia [P] 1 7.486 4.161 <0.05 
Color [C] 3 9.171 5.098 <0.01 
P x C 3 8.642 4.804 <0.01 
R2 31.99%    
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Tabla 9. Estadística descriptiva del análisis proximal de hipocótilos de L. meyenii. Se presentan los promedios por zonas [Achipampa (A), 
Junín (J),  Ninacaca (N)], colores [Amarillo (A*), morado (M), negro (N*), rojo (R)] y por accesiones. Se reportan los valores promedio ± error 
estándar. 
 

Código 
Humedad* 

(g) 
Proteína** 

(g) 
Grasa** 

(g) 
Fibra** 

(g) 
C. Totales** 

(g) 
Cenizas** 

(g) 
Fósforo** 

(mg) 
Hierro** 

(mg) 
Calcio** 

(mg) 
A 64.41 ± 0.22 14.01 ± 0.27 0.45 ± 0.04 4.77 ± 0.10 54.48 ± 1.50 3.99 ± 0.03 310.00 ± 5.08 10.90 ± 0.28 258.68 ± 3.31 
J 69.43 ± 0.17 12.43 ± 0.26 0.39 ± 0.03 5.06 ± 0.19 53.23 ± 1.89 4.19 ± 0.06 362.62 ± 5.87 7.99 ± 0.45 258.98 ± 11.96 
N 67.40 ± 0.14 15.67 ± 0.32 0.39 ± 0.04 4.26 ± 0.10 58.24 ± 0.82 3.83 ± 0.06 348.68 ± 7.90 6.48 ± 0.16 200.62 ± 3.87 
A* 67.51 ± 0.35 13.74 ± 0.20 0.50 ± 0.03 4.96 ± 0.28 57.58 ± 1.54 3.81 ± 0.06 349.08 ± 12.96 9.55 ± 0.66 257.06 ± 18.84 
M 67.42 ± 0.49 14.74 ± 0.55 0.30 ± 0.03 4.80 ± 0.07 55.59 ± 2.32 4.14 ± 0.05 333.26 ± 9.97 7.83 ± 0.49 248.22 ± 7.79 
N* 66.45 ± 0.41 13.55 ± 0.57 0.41 ± 0.04 4.22 ± 0.10 53.63 ± 1.23 4.00 ± 0.03 335.12 ± 5.13 8.72 ± 0.73 221.50 ± 6.91 
R 68.20 ± 0.35 14.16 ± 0.58 0.41 ± 0.05 4.83 ± 0.20 54.46 ± 1.77 4.10 ± 0.14 363.04 ± 5.28 6.44 ± 0.27 217.06 ± 12.78 

AA* 65.92 ± 0.10 13.60 ± 0.28 0.51 ± 0.03 5.07 ± 0.09 57.44 ± 2.05 4.00 ± 0.04 320.08 ± 9.59 10.95 ± 0.54 267.16 ± 2.78 
AM 63.91 ± 0.08 13.48 ± 0.25 0.30 ± 0.04 4.75 ± 0.07 55.11 ± 1.91 4.08 ± 0.03 291.38 ± 3.98 10.20 ± 0.32 261.89 ± 0.74 
AN* 63.40 ± 0.20 14.94 ± 0.52 0.55 ± 0.01 4.48 ± 0.17 50.90 ± 3.22 3.89 ± 0.03 318.56 ± 1.41 11.55 ± 0.42 247.01 ± 3.72 
JA* 69.90 ± 0.42 10.79 ± 0.17 0.41 ± 0.02 5.84 ± 0.20 54.03 ± 0.50 3.99 ± 0.03 391.66 ± 8.24 10.43 ± 0.58 311.91 ± 24.13 
JM 70.16 ± 0.16 12.58 ± 0.29 0.33 ± 0.10 5.00 ± 0.15 50.22 ± 1.95 4.49 ± 0.08 343.35 ± 10.95 7.09 ± 0.27 262.60 ± 10.89 
JN* 68.02 ± 0.12 13.10 ± 0.26 0.29 ± 0.02 4.17 ± 0.11 52.88 ± 2.95 3.92 ± 0.03 357.99 ± 4.36 7.54 ± 0.60 216.58 ± 3.00 
JR 69.65 ± 0.08 13.25 ± 0.34 0.51 ± 0.02 5.23 ± 0.18 55.78 ± 7.13 4.34 ± 0.10 357.48 ± 7.89 6.78 ± 0.47 244.84 ± 5.63 

NA* 66.72 ± 0.21 14.51 ± 0.19 0.58 ± 0.07 3.96 ± 0.17 62.42 ± 0.77 3.50 ± 0.04 312.73 ± 2.15 6.55 ± 0.30 192.12 ± 1.93 
NM 68.20 ± 0.20 14.91 ± 0.57 0.28 ± 0.01 4.64 ± 0.06 55.95 ± 1.40 4.10 ± 0.02 365.06 ± 0.99 6.49 ± 0.36 220.19 ± 4.44 
NN* 67.92 ± 0.11 15.74 ± 0.44 0.39 ± 0.05 4.01 ± 0.15 58.70 ± 1.14 3.70 ± 0.04 325.37 ± 2.73 6.77 ± 0.45 200.90 ± 1.09 
NR 66.75 ± 0.24 17.51 ± 0.27 0.31 ± 0.01 4.43 ± 0.12 55.90 ± 1.34 4.00 ± 0.02 368.60 ± 6.87 6.09 ± 0.18 189.28 ± 3.63 

*Se reportan los resultados por cada 100 g de material húmedo 
**Se reportan los resultados por cada 100 g de material seco 
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Tabla 10. ANOVA de efectos principales para evaluar el efecto de la procedencia y color de hipocótilo sobre los parámetros del análisis 
proximal en las parcelas de Achipampa, Junín y Ninacaca. 
 
 GL Humedad Proteínas Grasas Fibra C. Totales Cenizas Fósforo Hierro Calcio 
Procedencia [P] 2 220.50*** 38.73*** 1.49 13.05** 3.52* 16.72*** 11.67** 46.67*** 22.92*** 
Color [C] 3 7.90*** 3.09* 5.08* 6.28** 1.17 8.09** 1.13 5.53** 4.74* 
R2  82.28% 63.90% 39.82% 62.18% 17.32% 54.07% 43.87% 78.80% 70.17% 
*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 
 
 
Tabla 11. Matriz de correlación de Pearson entre las variables del análisis proximal de hipocótilos de L. meyenii de las 11 accesiones de 
estudio. Se muestra el coeficiente de correlación (r) con (*) según su significancia. 
 
 [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] 
[1] Agua 1.000         
[2] Proteína -.3264 1.000        
[3] Grasa -.2149 -.1905 1.000       
[4] Fibra .3441* -.6471** .0388 1.000      
[5] C. Totales -.2304 .3391 -.0615 -.4304* 1.000     
[6] Ceniza .3333 -.3255 -.3669* .5829** -.6786** 1.000    
[7] Fósforo .7620** -.2332 -.2378 .4460* -.4029* .3392 1.000   
[8] Hierro -.5169** -.4719* .2919 .4472* -.2423 .1254 -.2565 1.000  
[9] Calcio .0518 -.0904 .0559 .2801 -.0762 .1323 .0205 .0419 1.000 
*p<0.05, **p<0.001
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Tabla 12. Factores de carga del PCA de las variables de proteína, fibra, carbohidratos 
totales, cenizas, fósforo, hierro y calcio. Los valores reportados son coeficientes de 
correlación. En negrita se resalta las variables que contribuyen en mayor grado a cada 
componente principal. 
 

 PC 1 PC 2 
Proteínas 0.80142 0.15819 
Fibra 0.91198 0.086902 
C. Totales -0.6658 -0.20972 
Cenizas 0.67946 0.48337 
P 0.33747 0.75756 
Fe 0.5579 -0.74799 
Ca 0.94859 -0.27292 
Varianza explicada 52.91 21.69 

 
 
Tabla 13. ANOVA de efectos principales para evaluar el efecto de la procedencia y color de 
hipocótilo sobre los 2 componentes principales del PCA. Los valores significativos se 
muestran en negrita. 
 

 GL PC1 PC2 
Procedencia [P] 2 8.1698* 9.2449* 
Color [C] 3 2.9219 0.8874 
R2  62.14% 72.87% 

*p<0.05 
 
 
Tabla 14. MANOVA y ANOVA’s univariados para evaluar el efecto de la procedencia sobre 
los 2 componentes principales del PCA. Los valores significativos se muestran en negrita 
 

 Wilks F Df P 
MANOVA     
Procedencia 0.107 7.215284 14 < 0.01 
ANOVAs univariados     
PC1 procedencia  9.221334 2 < 0.01 
PC2 procedencia  6.658018 2 < 0.05 
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Tabla 15. ANOVA de dos vías con interacción para evaluar el efecto de la procedencia y color de hipocótilo sobre los parámetros del análisis 
proximal para las parcelas de Junín y Ninacaca. 
 

 GL Humedad Proteínas Grasas Fibra C. Totales Cenizas Fósforo Hierro Calcio 
Procedencia [P] 1 177.1*** 182.40*** 0.0136 56.689*** 37.24*** 0.091 18.81** 9.624* 69.922*** 
Color [C] 3 12.00*** 22.94*** 5.7059* 12.718** 2.74 1.638 3.74* 6.682** 8.443** 
P x C 3 20.60*** 3.55* 5.8257* 12.835** 3.35* 0.512 25.67*** 5.644* 10.021** 
R2   79.24% 89.11% 68.38% 89.29% 63.44% 16.97% 81.68% 74.44% 88.68% 
*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 
 
 
Tabla 16. Características químicas de los suelos de las procedencias de Achipampa (A), Junín (J) y Ninacaca (N) 
 

 
pH 

(1:1) 
CE 

(es) 
MO 
(%) 

P (ppm) 
K 

(ppm) 
Ca+2 

(meq/100g) 
Mg+2 

(meq/100g) 
K+ 

(meq/100g) 
K/Mg Ca/Mg 

Achipampa (A) 4.57 0.44 12.29 4.90 227 7.16 1.75 0.82 0.47 4.09 
Junín (J) 4.98 0.40 10.38 12.4 269 4.47 1.17 0.59 0.50 3.82 
Ninacaca (N) 3.58 0.86 7.70 43.7 162 0.94 0.35 0.43 1.23 2.69 
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Tabla 17. Determinación cualitativa de metabolitos secundarios de los hipocótilos de L. meyenii. Se presentan las pruebas químicas 
utilizadas. 
 
 Accesión 
 AA AM AN JA JM JN JR NA NM NN NR 
Compuestos fenólicos            
Prueba de FeCl3 + + + + + + + + + + + 
Taninos            
Prueba de Gelatina-sal - - - - - - - - - - - 
Flavonoides            
Prueba de Shinoda - ++ - - + - + - + - + 
Esteroides            
Prueba de Liebermann-Burchard + + + + + + + + + + + 
Quinonas            
Prueba de Börntrager - - - - - - - - - - - 
Saponinas            
Prueba de la espuma - - - - - - - - - - - 
Alcaloides            
Prueba de Dragendorff + + + + + + + + + + + 
Prueba de Mayer + + + + + + + + + + + 
Prueba de Wagner + + + + + + + + + + + 
(++): Presencia abundante; (+): Presencia moderada, (-): Ausencia 
 
Tabla 18. Valores de Rf para la cromatografía de papel para el análisis de antocianinas de L. meyenii. 
 

 Accesión 
 AM JM NM JR NR 

R1 0.25 0.18 0.21 0.16 0.19 
R2 0.31     
R3 0.41 0.43 0.39   
R4 0.56     
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ANEXO 3: METODOLOGÍA DEL ANÁLISIS PROXIMAL 

 

1. Reactivos 

 

 Acetato de amonio P.A. 

 Ácido sulfúrico al 97% P.A. 

 Acido clorhídrico al 37% P.A. 

 Ácido acético glacial P.A. 

 Ácido bórico  granulado P.A. 

 Ácido oxálico P.A. 

 Ácido cítrico P.A. 

 Antrona P.A. 

 Carbonato de sodio P.A. 

 Cloroformo P.A. 

 Cloruro de hidroxilamina P.A. 

 Dihidrógeno fosfato de potasio P.A 

 Éter etílico P.A 

 Glucosa anhidra P.A. 

 Hidróxido de sodio P.A. 

 Metanol P.A. 

 Molibdato de amonio P.A. 

  

 1,10-fenantrolina P.A. 

 Oxalato de amonio P.A. 

 Permanganato de potasio P.A. 

 Rojo de metilo P.A. 

 Sal de mohr P.A. 

 Sulfato de cobre pentahidratado P.A. 

 Sulfato de potasio anhidro P.A. 

 Verde bromocresol P.A. 

 Yodo puro P.A. 

 

2. Instrumentos 

 

 Baguetas de vidrio 

 Balones de fondo plano de 250 mL 

 Balones Kjeldahl de 200 mL 

 Beaker de 600mL 

 Beaker de 250 mL 

 Beaker de 50 mL 

 Cápsulas de porcelana (6.5 mm de 

diámetro) 

 Desecador 300 mL 

 Embudos de vidrio (7.5cm de 

diámetro) 

 Equipo de extracción Soxhlet 

completo  

 Espátulas 

 Fiolas de vidrio de 1000 mL 

 Fiolas de vidrio de 500 mL 

 Fiolas de vidrio de 250 mL 

 Fiolas de vidrio de 50 mL 

 Fiolas de vidrio de 10 mL 
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 Gradilla para tubos de ensayo 

 Matraz  esmerilada de 250 mL 

 Matraz de 600 mL 

 Matraz de 250 mL 

 Micropipeta de 100 – 1000 uL (con 

tips) 

 Micropipeta de 10 – 100 uL (con 

tips) 

 Microplaca de 300 uL de capadidad 

de 96 pozos 

 Mortero 

 Papel Whatman 41 sin cenizas (120 

mm de diámetro) 

 Papel Whatman 42 sin cenizas (120 

mm de diámetro) 

 Papel Whatman 541 sin cenizas (120 

mm de diámetro) 

 Pipetas graduadas de 25 mL 

 Pipetas volumétrica de 5 mL 

 Pipetas Pasteur 

 Probeta de 10mL 

 Probeta de 25 mL 

 Probeta de 100mL 

 Propipeta 

 Tubos de ensayo 25 x 150 

 Tubos de ensayo 15 x 150 

 Tubos de ensayo 5 x 10 

 

3. Equipos 

 

 Balanza analítica Sartorius TE214S 

 Centrifugadora IEC Centra CL2 

 Equipo Soxhlet 

 Mufla Vulcan A550 

 Manta térmica Barnstead 

 Plancha eléctrica Práctica 

 Procesador de alimentos IMACO FP600 

 

4. Procedimientos del análisis proximal 

 

4.1. Humedad 

 

Pesar 5 a 8 g. de muestra húmeda en una cápsula de porcelana (previamente secada a 42°C). 

Colocar la muestra en una estufa de control automático de temperatura con circulación de 
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aire a 42°C ± 2 °C durante 48 horas. Al retirar la muestra de la estufa, dejar enfriar en un 

desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y pesar. Volver a introducir la muestra en la 

estufa durante 30 minutos. Repetir la operación hasta que las variaciones entre dos pesadas 

sucesivas no excedan 2 mg. Calcular el porcentaje de humedad con la siguiente fórmula 

 

% 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 =  
𝑊𝑖 − 𝑊𝑓

𝑊𝑖 − 𝑊0
× 100 

 

Donde: 

W0 = Peso de la cápsula sin muestra (g) 

Wi = Peso de la cápsula de porcelana con muestra fresca (g) 

Wf = Peso de la cápsula de porcelana con muestra seca (g) 

 

Expresar la pérdida de peso de la muestra como porcentaje de agua. 

 

4.2. Proteína 

 

Digestión: Pesar 0.5 g de la muestra en un papel filtro libre de cenizas y agregarla en un 

balón Kjeldahl de 200 ml, evitando que la muestra quede en el cuello del balón. Adicionar 

7.8 g de mezcla catalítica (7 g de K2SO4 anhidro y 0.8 g de CuSO4.5H2O) y 13 ml de H2SO4 

concentrado. Conectar el balón en el equipo de digestión y calentar por 1 hora y 30 minutos 

hasta que la solución quede color verde claro. Dejar enfriar el balón y agregar 100 ml de agua 

destilada. Dejar enfriar. Considerar hacer una prueba en blanco con 1 ml de agua destilada.  

 

Destilación: El balón de destilación está constituido por el balón y trampa de Kjeldahl, un 

refrigerante, alargadera y matraz Erlenmeyer. En el matraz colocar 40 ml de ácido bórico 4% 

con indicador Tashiro (6 gotas de verde bromocresol y 4 gotas de rojo de metilo). En el balón 

Kjeldahl, agregar 3-4 trozos de porcelana (rompeburbujas) y 80 ml de NaOH 50%. Conectar 

el balón al equipo de destilación, de manera que la alargadera quede sumergida en la solución 

en el matraz. La solución del matraz deberá haber cambiado de rojo a verde azulado 
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Valoración: Titular la solución del matraz con HCl 0.1 N previamente valorado hasta que se 

perciba la primera tonalidad roja. Calcular el porcentaje de nitrógeno proteico con la 

siguiente fórmula: 

 

% 𝑁𝑖𝑡𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜 =  
(𝑉𝑆 −  𝑉𝐵) × 𝑁 × 1.401

𝑊
 

 

% 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 = %𝑁𝑖𝑡𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜 × 𝐹 

 

Donde: 

VS = volumen (ml) de HCl empleado en titular la muestra 

VB = volumen (ml) de HCl empleado en titular el blanco 

N = Normalidad del HCl estandarizado 

W = Peso de la muestra (g) 

F = factor de conversión del nitrógeno en proteína (se empleó el factor 6.25 para este caso) 

 

 

4.3. Grasas 

 

Pesar 5 g de muestra seca en un cartucho de extracción (hecho de papel Whatmann 42) y 

colocar este en el equipo de extracción Soxhlet. Pesar el balón del equipo (previamente 

secado a 105°C y enfriado en estufa) y agregar 100 ml de éter etílico. Conectar el balón en el 

equipo y extraer durante 6 horas a una velocidad de condensación de 5 o 6 gotas por 

segundo. Recuperar el exceso de éter del balón por evaporación. Terminar el secado del 

balón en la estufa a 105°C durante 1 hora. Dejar enfriar en el desecador y pesar. Calcular el 

porcentaje de grasa total con la siguiente fórmula: 

 

% 𝐺𝑟𝑎𝑠𝑎𝑠 =  
𝑊𝑓 −  𝑊𝑖

𝑊0
 × 100 
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Donde: 

W0 = Peso de la muestra (g) 

Wi = Peso inicial del balón (g) 

Wf =  Peso final del balón (g) 

 

4.4. Fibra 

 

De la muestra desengrasada, tomar 2 g y transferirlos a un beaker de 600 ml. Agregar 200 ml 

de H2SO4 1.25% hirviendo y agitar con una bagueta para desintegrar los grumos. Cubrir el 

vaso con un vidrio de reloj y hervir durante 30 minutos reponiendo con agua destilada las 

pérdidas de volumen producidas durante la ebullición y evitando que la muestra se adhiera a 

las paredes internas del beaker. Filtrar la solución caliente a través de un papel filtro 

Whatmann N°54, lavando el residuo con agua destilada. Pasar el residuo sólido al beaker 

lavando el papel con 200 ml de NaOH 1.25%- Hervir durante 30 minutos teniendo las 

mismas consideraciones previas. Filtrar la muestra a través de un papel Whatmann N°54 

previamente secado por 15 minutos a 80°C en estufa y pesado. Lavar con agua destilada 

caliente hasta comprobar con papel tornasol rojo que las aguas del lavado sean neutras. Pesar 

el papel filtro con muestra e introducir la muestra de fibra en un crisol previamente pesado. 

Calcinar la muestra en la mufla a 500ªC - 550ªC durante 5 horas. Pesar el crisol con cenizas. 

 

Calcular el contenido de fibra usando la siguiente fórmula: 

 

% 𝐹𝑖𝑏𝑟𝑎 =  
 (𝐶𝑓 −  𝐶𝑖)

𝑊0
 × (100 − 𝑃) 

 

Donde: 

W0 = Peso de la muestra (g) 

Cf =  Peso del crisol con fibra (g) 

Ci = Peso del crisol con cenizas (g) 

P = Contenido de grasa de la muestra (%) 
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4.5. Carbohidratos totales 

 

Pesar 0.01 g de muestra desengrasada en un tubo de ensayo 25 x 150. Agregar 15 ml de HCl 

2N, cubrir el tubo con parafilm y calentar en baño maría por 3 horas.  

Retirar el tubo, dejar enfriar y agregar Na2CO3 poco a poco hasta que no se observe 

efervescencia. Pasar el contenido a una fiola de 100 ml, lavar el tubo de ensayo y completar 

con agua destilada. Agitar bien y transferir parte de esta solución a tubos de centrífuga. 

Centrifugar la muestra y colectar 1 ml del sobrenadante en un tubo de ensayo de 15 x 150. 

Agregar 5 ml de antrona 0.2% y calentar en baño maría por 12 minutos.  

 

Retirar el tubo de ensayo y enfriar en un baño de hielo. Transferir 200 uL de la muestra a un 

pozo de la microplaca y leer a 620 nm en el espectrofotómetro dentro de los siguientes 15 

minutos. En paralelo, hacer una curva de calibración con soluciones de 0%, 0.002%, 0.004%, 

0.006%, 008% y 0.010% de glucosa. 

 

A partir de las absorbancias de los estándares de glucosa, ingresar los datos en una hoja de 

cálculos y hallar el modelo lineal que describan los datos. 

 

𝑦 = 𝐴𝑥 + 𝐵 

 

Donde: 

Y = absorbancia experimental 

X = contenido de glucosa en 100 ml de muestra 

A, B = valores hallados por el modelo 

 

Para determinar los carbohidratos totales en la muestra, se usa la siguiente fórmula 

 

% 𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜ℎ𝑖𝑟𝑎𝑡𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 =  
𝑋

𝑀
 × (100 − 𝑃)  
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Donde: 

X = glucosa determinada 

M = peso de la muestra (g) 

P = Contenido de grasa de la muestra (%) 

 

4.6. Cenizas 

 

Pesar 2 g de muestra seca en una cápsula de porcelana (previamente pesada tras haber sido 

incinerada a 600 °C). Carbonizar previamente la muestra y luego calcinar la muestra a 550°C 

en la mufla durante 8 horas hasta que las cenizas adquieran un color blanco o grisáceo. Pasar 

la cápsula a un desecador, dejar enfriar hasta temperatura ambiente y pesar. Calcular el 

porcentaje de cenizas con la siguiente fórmula: 

 

% 𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 =  
𝑊𝑓 − 𝑊0

𝑊𝑖 − 𝑊0
× 100 

 

Donde: 

W0 = Peso de la cápsula sin muestra (g) 

Wi = Peso de la cápsula de porcelana con muestra seca (g) 

Wf = Peso de la cápsula de porcelana con cenizas (g) 

 

4.7. Fósforo 

 

Tomar 0.5 ml de la solución de cenizas y transferirla a una fiola de 10 ml. Agregar 1 ml de 

buffer*, 0.1 ml de ácido ascórbico al 1% en ácido oxálico al 0.5 % y 0.5 ml de molibdato de 

amonio 4.5% en H2SO4 13%. Agitar para mezclar, aforar a 10 ml y dejar reposar al menos 30 

minutos. Trasladar 200 uL en la microplaca y leer a 660 nm. 

*34 g de acetato de sodio + 57 ml de ácido acético en 1000 mL 
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Preparar una solución patrón de fósforo disolviendo 0.4398 g de fosfato de potasio 

monobásico (KH2PO4) puro y seco en 1000 ml de agua destilada. Esta solución contiene 100 

ppm de fósforo. A partir de esta solución, preparar estándares de 0, 20, 40, 60 y 80 ppm de 

fósforo y realizar la curva de calibración. 

 

A partir de las absorbancias de los estándares de fósforo, ingresar los datos en una hoja de 

cálculos y hallar el modelo lineal que describan los datos. 

 

𝑦 = 𝐴𝑥 + 𝐵 

 

Donde: 

Y = absorbancia experimental 

X = contenido de fósforo en 0.5 ml de muestra 

A, B = valores hallados por el modelo 

 

Para determinar los carbohidratos totales en la muestra, se usa la siguiente fórmula 

 

𝑚𝑔 % 𝐹ó𝑠𝑓𝑜𝑟𝑜 =  
𝑋

𝑀
 × 𝐹 × 100 

 

Donde: 

X = fósforo determinado en 0.5 ml de muestra 

M = peso de la muestra (g) 

F = factor de dilución (F = 100) 

 

 

4.8. Hierro 

 

Tomar 1 ml de la solución de cenizas y transferirla a una fiola de 10 ml, agregar 6 ml de agua 

destilada, 0.2 ml de cloruro de hidroxilamina al 10% y mezclar. Agregar 0.5 ml de 

fenantrolina al 0.3% en metanol, 0.5 ml de buffer*. Hervir 15 a baño maría y completar el 
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volumen hasta 10 ml.  Trasladar 200 uL de la muestra a la microplaca y leer a 510 nm en el 

espectrofotómetro. 

 

*100 g de acetato de amonio / 600 mL agua + 200 mL de ácido acético glacial. Diluir hasta 

1000 mL 

 

Preparar una solución patrón de hierro disolviendo 0.8636 g de sal de Mohr 

((NH4)2SO4.FeSO4.6H2O) puro y seco en 1000 ml de HCl 0.1 N. Esta solución contiene 100 

ppm de Fe
+2

. A partir de esta solución, preparar estándares de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 ppm de 

fósforo y realizar la curva de calibración. 

 

A partir de las absorbancias de los estándares de hierro, ingresar los datos en una hoja de 

cálculos y hallar el modelo lineal que describan los datos. 

 

𝑦 = 𝐴𝑥 + 𝐵 

 

Donde: 

Y = absorbancia experimental 

X = contenido de hierro en 1 ml de muestra 

A, B = valores hallados por el modelo 

 

Para determinar los carbohidratos totales en la muestra, se usa la siguiente fórmula 

 

𝑚𝑔 %  𝐻𝑖𝑒𝑟𝑟𝑜 =  
𝑋

𝑀
 × 𝐹 × 100 

 

Donde: 

X = hierro determinado en 1 ml de muestra 

M = peso de la muestra (g) 

F = factor de dilución (F=50) 
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4.9. Calcio 

 

De la solución de cenizas, transferir 5 ml a un tubo de centrífuga de 15 ml. Agregar al tubo 1 

ml de acetato de sodio al 20% y 4 gotas de verde bromocresol. Agregar gotas de HCl 6N (si 

la solución está azul) o NH4OH 50% (si la solución está amarilla), hasta que la solución vire 

a verde. Agregar a cada tubo 1ml de oxalato de amonio al 3  

 

Mezclar y dejar reposar toda la noche a temperatura ambiente. Centrifugar y decantar la 

solución sobrenadante. Lavar el precipitado 4 veces con NH4OH 2%. Agregar 2 ml de H2SO4 

20% y disolver el precipitado.  

 

Colocar el tubo en baño maría y, a una temperatura no menor a 70°C. Titular con KMnO4 

0.01N (previamente valorado) hasta que una débil coloración rosada persista por un minuto.  

Calcular el contenido de calcio según la siguiente fórmula: 

 

𝑚𝑔 % 𝐶𝑎𝑙𝑐𝑖𝑜 =  
(𝑉𝑆 −  𝑉𝐵) × 𝑁 × 20

𝑊
 × 𝐹 × 100 

 

Donde: 

VS = volumen (ml) de KMnO4 empleado en titular la muestra 

VB = volumen (ml) de KMnO4 empleado en titular el blanco 

N = Normalidad del KMnO4 estandarizado 

W = Peso de la muestra (g) 

F = Factor de dilución (F=10) 
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ANEXO 4: MARCHA FITOQUÍMICA 

 

1. Reactivos 

 

 Ácido clorhídrico 35% P.A. 

 Ácido sulfúrico 97% P.A 

 Anhídrido acético P.A 

 Cloruro férrico 10% 

 Cloruro de mercurio P.A 

 Cloruro de sodio 5% 

 Gelatina 10% 

 Hidróxido de sodio 5% 

 Magnesio metálico 

 Metanol P.A 

 Nitrato de bismuto 

 Yoduro de potasio 

 Yodo en perlas 

 

2. Instrumentos 

 

 Balón de reflujo de 250 mL 

 Beakers de 50 mL 

 Embudo de vástago largo 

 Gradilla de tubos de ensayo 

 Parafilm 

 Papel filtro grueso 

 Pipetas pasteur de plástico 

 Tubos de ensayo 10 x 150 
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3. Procedimientos 

 

3.1. Determinación de compuestos fenólicos (reacción con FeCl3) 

 

Se transfirió 1 ml de la solución acuosa en un tubo de ensayo y se agregó gotas de FeCl3 

10%. La aparición de coloración verde o negra indica la presencia de compuestos fenólicos. 

El ion férrico reacciona con los grupos fenóxidos formando compuestos colores oscuros (Fig. 

25). 

 

 

Figura 25. Reacción general de compuestos fenólicos con Fe
+3

 

 

3.2. Determinación de saponinas (método de la espuma) 

 

Transferir 0.1 g de muestra seca y pulverizada en un tubo de ensayo. Agregar 1 ml de agua 

destilada, cubrir con parafilm y agitar la muestra durante 5 minutos. Si se forma una capa de 

espuma que permanece durante 30 minutos, se considera positivo para saponinas. 

 

3.3. Determinación de taninos (reacción de gelatina-sal) 

 

De la solución metanólica, se toman 3 muestras de 1 ml en 3 tubos de ensayo diferentes. En 

el primer tubo, agregar 1 ml de NaCl 5%, en el segundo agregar 1 ml de gelatina 1% y en el 

tercero agregar 1 ml de una mezcla de gelatina-NaCl. Si hay precipitación en los tubos de 

gelatina y de gelatina-sal, se considera positiva la presencia de taninos.  
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3.4. Determinación de flavonoides (método de Shinoda) 

 

Tomar 1 ml de la solución metanólica y agregar un trozo de magnesio metálico y gotas de 

HCl concentrado. Si la solución vira a colores rojos, se considera positiva la presencia de 

flavonoides. (Fig. 26)   

 

 

Figura 26. Reacción general de Shinoda para flavonoides 

 

3.5. Determinación de quinonas (método de Bornträger) 

 

De la solución clorofórmica, tomar 1 ml y agregar 1 ml de NaOH 5%. Si en la fase acuosa 

vira a color rojo, se considera positiva la presencia de quinonas. La reacción general se 

muestra a continuación (Fig. 27). 

 

 

Figura 27. Reacción general de Bornträger para el reconocimiento de quinonas 
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3.6. Determinación de esteroides (método de Liebermann-Burchard) 

 

De la solución clorofórmica, tomar 1 ml y agregar 3 ml de una solución reciente de 

Ac2O:H2SO4 (50:1). Se observa el desarrollo de color a los 2, 5, 20 y 60 minutos. Si se 

observa una coloración verde o azul, se considera positiva para la presencia de esteroides 

(Fig. 28). 

 

 

Figura 28. Reacción de Liebermann-Burchard para el reconocimiento de esteroides 
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3.7. Determinación de alcaloides (métodos de Dragendorff, Mayer y Wagner) 

 

Las reacciones de reconocimiento de alcaloides se desarrollan con el grupo amina protonado. 

En medio ácido, dicho grupo reacciona con iones hidronio (11).  

 

𝑁𝑅3 +  𝐻3𝑂+  →  [𝐻𝑁𝑅3]+                                                   (11) 

 

Método de Dragendorff: 

De la solución ácida, tomar 1 ml y agregar gotas del reactivo de Dragendorff*. Si la solución 

vira a color rojo a naranja, se considera positiva la presencia de alcaloides. 

*8 g Bi(NO3).5H2O / 20 mL HNO3 + 27.2 g KI / 50 mL H2O. Mezclar, filtrar y diluir hasta 

100 mL. 

 

El nitrato de bismuto reacciona con el yoduro de potasio, formando bismuyoduro de potasio: 

(12), el cual formará sales color rojizo en presencia de alcaloides en medio ácido (13) 

 

𝐵𝑖(𝑁𝑂3)3 +  4𝐾𝐼 → 𝐾[𝐵I4] + 3𝐾𝑁𝑂3                              (12) 

[B𝐼4]− + [𝐻𝑁𝑅3]+  →  [B𝐼4]−[𝐻𝑁𝑅3]+                              (13) 

 

 

Método de Mayer: 

De la solución ácida, tomar 1 ml y agregar gotas del reactivo de Mayer*. Si la solución vira a 

color blanco a crema, se considera positiva la presencia de alcaloides. 

*1.36 g HgCl2 / 60 mL H2O + 5 g KI / 10 mL H2O. Mezclar y diluir hasta 100 mL. 

 

El reactivo de Mayer se forma al preparar cloruro de mercurio con yoduro de potasio (14): El 

ion mercuyoduro precpita en sales cremas con las aminas protonadas de los alcaloides (15). 

 

𝐻𝑔𝐶𝑙2 + 4𝐾𝐼 → 𝐾2[𝐻𝑔𝐼4] + 2𝐾𝐶𝑙                                               (14) 

[𝐻𝑔𝐼4]−2 + [𝐻𝑁𝑅3]+  →  2[𝐻𝑁𝑅3]+[B𝐼4]−2                               (15) 
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Método de Wagner: 

De la solución ácida, tomar 1 ml y agregar gotas del reactivo de Wagner*. Si la solución vira 

a color marrón, se considera positiva la presencia de alcaloides. 

*1.27 g I2 + 2 g KI / 5 mL H2O. Mezclar y diluir hasta 100 mL. 

 

El reactivo de Wagner se prepara con KI y I2 en medio acuoso, formando el ion triyoduro I3
-

(16) Este anión forma sales con los alcaloides: 

𝐼2 + 𝐾𝐼 → 𝐾[𝐼3]                                                                  (16) 

[𝐼3]− + [𝐻𝑁𝑅3]+  →  [𝐻𝑁𝑅3]+[𝐼3]−                               (17) 
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