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RESUMEN

En la actualidad, mualtiples estudios han reportado la actividad biologica de diversos
metabolitos secundarios de plantas, entre ellos uno de los méas estudiados son las
antocianinas. El interés por los pigmentos antocidnicos se ha intensificado
recientemente debido a sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas. Ademas son
utilizados como colorantes alimenticios, las antocianinas son agentes potenciales en la

obtencion de productos con valor agregado para el consumo humano.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana y actividad
antioxidante de antocianinas microencapsuladas del Maiz Morado (Zea mays L.), Papa

Morada (Solanum tuberosum) y Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).

La obtencion de antocianinas se realiz6 utilizando etanol acidificado, seguidamente se
realizd la encapsulacion de los compuestos bioactivos por el método de secado por
aspersion (spray dryer) con el polimero maltodextrina. Para las pruebas de actividad
bioldgica todos los ensayos se realizaron por triplicado. La evaluacion de la capacidad
antioxidante se realiz6 por el método de DPPH el cual se basa en la estabilidad del
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, obteniendo que las antocianinas extraidas de
mortifio tuvieron el mayor porcentaje de inhibicion lo cual corresponde a la cantidad
de radical DPPH neutralizado por el extracto. Por otro lado se realiz6 la evaluacion
de la actividad antimicrobiana de los extractos mediante el método de difusion en disco
utilizando las siguientes bacterias indicadoras: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosas, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus;
gentamicina como control positivo y agua estéril como control negativo, se determino
que las antocianinas extraidas de papa morada presentdé mayor actividad

antimicrobiana frente a los patdégenos evaluados.

Palabras Claves: maiz morado, papa morada, mortifio, antocianinas, capacidad

antioxidante, actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

In the last years, several studies have described the biological activity of various plant
secondary metabolites including one of particular interest; anthocyanins. Besides to
their pharmacological and therapeutic properties, anthocyanins are used as food dyes
and have great potential for obtaining products with added value for human

consumption.

The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial and antioxidant
activities of microencapsulated anthocyanins isolated from three Andean plants:
purple corn (Zea mays indurata), purple potato (Solanum tuberosum), and Andean
blueberry (Vaccinium floribundum Kunth).

Anthocyanins were extracted using acidified ethanol and microencapsulated into
maltodextrin particles using spray drying. All biological activity assays were
performed in triplicate. The antioxidant capacity was evaluated by the DPPH method,
which is based on the stability of the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical. The
anthocyanins extracted from the Andean blueberry showed the greatest antioxidant
effect. On the other hand, the evaluation of the antimicrobial activity of the extracts
was carried out by disc diffusion method, comparing the antimicrobial activity of each
extract, with a positive control (the antibiotic gentamicin) and a negative control
(sterile water). Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus and Staphylococcus aureus were used as indicators. From these tests,
it was determined that the anthocyanins extracted from the purple potato presented the

highest antimicrobial activity against the indicator bacteria.

Keywords: purple corn, purple potato, Andean blueberry, anthocyanins, antioxidant

activity, antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

En Ecuador la region de los Andes se caracteriza por tener alta biodiversidad, resultado
de la variedad de ecosistemas debido a la ubicacidn geografica, lo cual, junto con otros
factores, han llevado a poseer gran diversidad de flora y fauna. En el caso de los
cultivos, existe un sinfin de productos andinos tradicionales, como por ejemplo papa
morada, maiz morado, mortifio entre otros, los mismos que se encuentran destinados
al autoconsumo y produccion local (Monteros et al., 2005). En cuanto, a la produccién
y comercio de productos andinos, éstos se han reducido considerablemente tanto por
la escasez de semillas y desinterés por parte del agricultor debido a la baja rentabilidad
que se obtiene de estos productos, asi como por el desconocimiento de los varios
beneficios terapéuticos reportados en afios recientes asociados al consumo de estos

productos.

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que difieren en un amplio espectro de
colores que van desde colores violeta, rojo, azules y naranja. Estos compuestos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza como en flores, frutas, hojas e incluso en
raices; y recientemente, se han reportado diversas actividades bioldgicas lo que los
hace candidatos para su uso farmacoldgico, ademas de su uso como colorantes(Dalgo
etal., 2014).

Diferentes estudios han confirmado que las antocianinas aportan gran beneficio para
la salud ya que el consumo de frutas, vegetales y tubérculos ricos en antioxidantes,
ayudan a contrarrestar enfermedades cardiovasculares y degenerativas (Cerén et al.,
2010). Los polifenoles, especialmente las antocianinas, inhiben la proliferacion de las
celulas cancerosas cultivadas in vitro (Cooke et al., 2005).

Dentro de este contexto, es importante que la actividad bioldgica presentada por estos
compuestos permanezca viable, ya que se ha reportado que las antocianinas son
sensibles al cambio de pH, temperatura y oxigeno (Burgos Aguilar et al., 2016).
Razén por la cual, a fin de evaluar la actividad bioldgica de antocianinas extraidas a
partir de cultivos andinos, en primer lugar se micro encapsularon estos compuestos

mediante la tecnologia spray-dryer.



CAPITULOI
EL PROBLEMA
TEMA

“Evaluacion de la actividad antimicrobiana y antioxidante de antocianinas micro-
encapsuladas de Maiz Morado (Zea mays L.), Papa Morada (Solanum tuberosum L.)y

Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).”

1.1.  JUSTIFICACION

Ecuador un pais rico en flora y fauna de lo mas diversa, con gran variedad de climas
que permite el desarrollo y cultivo de multiples productos especialmente en la zona
andina como son los tubérculos, cereales y frutas nativas. Los cultivos andinos han
sido tradicionalmente consumidos en zonas rurales y forman parte de los habitos
alimenticios de los pobladores urbanos (Peralta et al., 2006). Los granos andinos
como el maiz morado, la papa morada y mortifio por su alto valor nutritivo y
econdmico contienen componentes bioactivos (Flores Ccasa et al., 2015). En la
actualidad, no existe una integracién e investigacion de los cultivos andinos que
contienen compuestos fenolicos y su actividad biolégica como por ejemplo la
capacidad antioxidante y capacidad antimicrobiana en los procesos de transformacion,
almacenamiento y comercializacion de productos derivados, debido al poco interés
que se pone en el desarrollo de nuevos alimentos o productos que permiten el uso de
cultivos andinos de manera eficiente (Riofrio Pazmifio, 2010).

El interés por los pigmentos antocianicos se ha intensificado recientemente debido a
sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas (Quesada y Mufioz, 2013). Por lo
tanto, ademas de su papel funcional como colorante alimenticio, las antocianinas son
agentes potenciales en la obtencion de productos con valor agregado para el consumo
humano. A pesar de las ventajas que ofrecen las antocianinas como sustitutos
potenciales de los colorantes artificiales también presentan actividad antiproliferativa
(Zhao et al., 2004).

Segun Kong et al. (2003) las antocianinas a pesar de su actividad biolégica son
sensibles a la luz, el oxigeno, alteracion de pH y altas temperaturas, por lo tanto es
importante proteger de estos factores para una correcta evaluacion de sus actividades

bioldgicas, por ende la microencapsulacion es una tecnologia que contribuye al
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procesamiento de alimentos al preservar su contenido nutricional, favorecer la
conservacion de sabores, aromas, vitaminas, conserva los compuestos bioactivos o
antioxidantes en frutas y proteger las sustancias sensibles al ambiente (Guevaraet al.,
2016).

Por esta razon la evaluacion de la actividad antimicrobiana de antocianinas extraidas
y microencapsuladas a partir de cultivos andinos del Ecuador, se presenta como una
alternativa para promover la produccién, extraccion de antocianinas y posibles
aplicaciones en la industria alimenticia, desde un punto de vista funcional o nutricional
(Gonzalez et al., 2007).

Las antocianinas extraidas de cultivos andinos se pueden utilizar para contrarrestar las
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) que abarcan una amplia gama de
enfermedades, y son consideradas un problema de salud cada vez mayor. En Ecuador
la tendencia de este evento en los Ultimos afios ha ido en aumento a pesar del
subregistro de notificacién. Las principales enfermedades transmitidas por alimentos,
son originadas por malas practicas de manufactura y cosecha causados por
microorganismos como Vibrio cholerae, Salmonella spp, Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum, Bacillus cereus, y Escherichia coli (Sempértegui Puente,
2017). Es por esta razon que la evaluacion de la actividad antimicrobiana de estos
compuestos en contra de bacterias patégenas asociadas a ETAS representan un gran
aporte para la industria de alimentos, ya que por su naturaleza, estos compuestos
pueden ser utilizados como colorantes en varios productos.

Otra actividad bioldgica descrita para algunas antocianinas es la capacidad
antioxidante, la cual es importante debido a que un aumento en la ingesta de
antioxidantes dietarios puede proteger de enfermedades cronicas, ademas la industria
de alimentos incorpora antioxidantes naturales de tejidos vegetales debido a
restricciones legales para el uso de colorantes sintéticos (Figueroa-Cares et al., 2010).
En la mayoria de estudios publicados se ha realizado la identificacion y cuantificacion
de los pigmentos (Santacruz Cifuentes, 2011). En los Gltimos afios se ha despertado
un mayor interés dentro del mundo de la investigacion debido a la capacidad que tienen
determinados compuestos para neutralizar los radicales libres (Lopez-Alarcon y
Denicola, 2013), la evaluacion de la capacidad antioxidante para determinar la
eficiencia de los antioxidantes naturales, en relacion a la proteccion de los productos

vegetales contra dafios oxidativos y pérdida de valor nutritivo (Robles-Sanchez et al.,



2007). Estudios sobre la evaluacion de la capacidad antioxidante en frutos han
revelado aspectos interesantes en relacion al comportamiento de los constituyentes
antioxidantes (Eberhardt et al., 2000).

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo general
e Evaluar la capacidad antimicrobiana y actividad antioxidante de antocianinas
microencapsuladas del Maiz Morado (Zea mays L.), Papa Morada (Solanum
tuberosum L.) y Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).
1.2.2. Objetivos especificos
e Extraer antocianinas de Maiz Morado, Papa Morada y Mortifio.
e Microencapsular mediante secado por aspersion y cuantificar antocianinas del
maiz morado, papa morada y mortifio.
e Evaluar la actividad antimicrobiana por el método de difusion utilizando las
siguientes bacterias indicadoras: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus.

e Determinar la capacidad antioxidante por el método DPPH.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En Ecuador, la Regién Andina o Sierra est4 conformada por 11 provincias a lo largo
de la Cordillera de los Andes, es una zona muy diversa en cuanto a ecosistemas. Por
su topografia inclinada y rango altitudinal y latitudinal, se distinguen una gran variedad
de zonas de vida, las especies nativas como el Maiz Morado (Zea mays L.), Papa
Morada (Solanum tuberosum L.), Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) entre otras,
son las especies méas usadas por productores tradicionales (Hofstede et al., 1998). En
la region Sierra se puede encontrar gran variedad de granos, tubérculos, frutas y hojas
pigmentadas en las cuales pueden predominar los carotenoides o los flavonoides del
tipo antocianinas (Timothy et al., 1966).

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles los
cuales son responsables de una gama de colores que abarcan desde el rojo hasta el azul
en distintas frutas, vegetales y cereales, mismos que se encuentran acumulados en las
vacuolas de la célula (Morales Cabrera, 2011). Las antocianinas poseen diferentes
funciones en la planta como la atraccion de polinizadores, proteccion contra los efectos
de la radiacion ultravioleta, contra la contaminacion viral y antimicrobiana (Garzoén,
2008).

El interés e investigacion cientifica de los pigmentos antocidnicos se han incrementado
en los Gltimos afios, debido al papel en la reduccién de las enfermedades coronarias,
cancer, diabetes; y a sus efectos antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza visual.
Por otro lado, las antocianinas ademas de su papel funcional como colorantes, son
agentes potenciales para la obtencidn de productos con valor agregado para el consumo
humano. La actividad bioldgica de estos compuestos es de muy corto plazo, debido a
la rapida oxidacion en condiciones ambientales y a la degradacion durante el
procesamiento de los alimentos, sucediendo una pérdida total o parcial de los mismos,
ocasionando la pérdida de sus propiedades funcionales y limitando su aplicacion para
productos de consumo humano. Factores como la estructura quimica, pH, temperatura,
oxigeno, actividad de agua, determinan la estabilidad del pigmento. Para proteger de
los efectos ambientales la microencapsulacion es una alternativa (Wrolstad et al.,
2005). Como lo describe Arrazola et al. (2014), en el cual se detalla la extraccion de

antocianinas de cascaras de berenjena, mediante diferentes concentraciones de etanol



acidificado, mismos que posteriormente fueron microencapsulados y evaluados la
influencia de las condiciones de secado por aspersion.

Para la conservacion de las propiedades fisicoquimicas de sustancias quimicas o
compuestos bioactivos, en la actualidad se utiliza la microencapsulacion mediante el
secado por aspersion. Se sabe que muchos alimentos, como jugos, zumos de frutas,
vegetales y compuestos farmacoldgicamente activos, facilmente pierden su actividad
bioldgica por oxidacién, cuando se exponen al ambiente (Pérez-Alonso et al., 2008).
Esta situacion sugiere la necesidad de aplicar técnicas que impidan esta degradacion o
reducir los efectos del envejecimiento de las células.

La microencapsulacion de compuestos con actividad bioldgica (proteinas, enzimas,
etc.), desde un punto de vista tecnoldgico se define como el proceso de recubrimiento
de dichos compuestos, bajo la forma de moléculas, particulas sélidas o glébulos
liquidos, con materiales de distinta naturaleza, para dar lugar a particulas de tamafio
micrométrico. El producto resultante de este proceso tecnoldgico recibe la
denominacién de “microesfera” o “microcapsula”, dependiendo de cudl sea su
morfologia y estructura interna (Lopretti et al., 2011).

El mortifio, Vaccinium floribundum Kunth, pertenece a la familia Ericaceae y es nativo
de la zona alto andina y se encuentra distribuido desde Venezuela hasta Bolivia (Coba
Santamaria et al., 2012). EI mortifio se caracteriza por su alto contenido de fenoles,
antocianinas y una alta actividad antioxidante (Gaviria Montoya et al., 2012). El
género Vaccinium tiene aproximadamente 400 especies y los frutos han atraido el
interés de muchos investigadores alrededor del mundo, debido al alto contenido de
compuestos polifenolicos, tales como &cido cinamico, flavonoles, antocianinas y
antocianidinas.

La actividad antioxidante de las bayas del género Vaccinium como: arandano y
arandano rojo se ha encontrado que esta influenciada por el contenido de antocianinas
y fenoles totales, los genotipos, la variacion en las condiciones ambientales, el estado
de madurez de las frutas y de las condiciones de almacenamiento en poscosecha
(Gaviria Montoya et al., 2012).

Por otro lado el consumo de tubérculos frescos como las papas nativas por parte de la
poblacién andina es muy importante ya que la mayor parte de produccion se destina al
autoconsumo. Las papas pigmentadas proveen una fuente natural de fenoles, pues

contienen antocianinas que son compuestos hidrosolubles responsables de los colores



azul, parpura y rojo de muchas frutas y vegetales. El contenido de polifenoles y
antocianinas presentes en los vegetales estan asociados con la salud debido a su
actividad antioxidante, entonces las papas pigmentadas constituyen una fuente de
alimentos funcionales dandole un valor agregado potencial, lo cual permitiria alcanzar
nuevos mercados alternativos como la industria alimentaria incluyendo los mercados
de suplementos dietéticos, cosméticos y farmacéuticos (Mamani et al., 2011).

Segun Drago Serrano (2007), menciona que especies vegetales elaboran compuestos
polifendlicos conocidos como flavonoides de interés en la industria farmacéutica por
sus potenciales aplicaciones terapéuticas. Los flavonoides son metabolitos secundarios
exclusivamente de origen vegetal distribuidos en algunas plantas consideradas como
alimentos funcionales, pues ademas de su valor nutricional, aportan un beneficio a la

salud.

Salinas-Moreno et al. (2012), mencionan que las antocianinas del grano de maiz
poseen actividades bioldgicas, especialmente su actividad antioxidante (AA),
encontrandose principalmente en las antocianinas de los granos rojos y azul/morados.
Ademas participan los &cidos fendlicos y otros flavonoides sin color, como la
quercetina, que se extraen conjuntamente con las antocianinas.

Kuskoski et al. (2005), han realizado la aplicacidn de diversos métodos quimicos para
determinar actividad antioxidante en pulpas de frutos, en el cual mencionan que los
resultados obtenidos con los métodos DDPH Y ABTS, permiten alcanzar resultados
practicamente iguales con desventaja de medicion ya que los resultados mediante el
método DPPH se obtienen en 30 minutos y con el método ABTS en 1 minuto

aproximadamente.

En afios recientes varios estudios han demostrado que las antocianinas presentan una
alta gama de actividades bioldgicas, como son efectos antioxidantes, antimicrobianos,

antiinflamatorios y anticancerigenos (Xu y Howard, 2012).

Mex-Alvarez et al. (2013), evaluaron la actividad antioxidante en algunas variedades
de maiz, por la técnica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), reportando que la
variedad morada presenté mayor actividad antioxidante. Ademas menciona que el uso
del ensayo DPPH proporciona una manera facil y rapida de evaluar los antioxidantes

por espectrofotometria, por lo que puede ser Util evaluar varios productos a la vez.



2.2.  HIPOTESIS

2.2.1. Hipdtesis nula (Ho)

Las antocianinas de mortifio, maiz morado y papa morada tienen el mismo efecto de
inhibicion en los siguientes microorganismos: Escherichia coli (ATCC® 25922™™),
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 25923™)  Listeria
monocytogenes (ATCC® 19115™), Bacillus cereus (ATCC® 11778™) y Pseudomona
aeuruginosa (ATCC 10145).

2.2.2. Hipotesis alternativa (Ha)

Las antocianinas de mortifio, maiz morado y papa morada no tienen el mismo efecto
de inhibicion en los siguientes microorganismos: Escherichia coli (ATCC®25922™™),
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 25923™)  Listeria
monocytogenes (ATCC® 19115™), Bacillus cereus (ATCC® 11778™) y Pseudomona
aeuruginosa (ATCC 10145).

2.3.  SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES
2.3.1. Variable independiente

e Tipo de antocianinas,

2.3.2. Variable dependiente

e Halo de Inhibicion de crecimiento de bacterias.



CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES

3.1.1 MATERIA PRIMA
Las muestras a evaluar papa morada, maiz morado y mortifio se adquirieron en un
mercado local, ubicado en la Provincia de Tungurahua, Canton Ambato sector

Mayorista.

3.2. METODOS

3.2.1. EXTRACCION, MICROENCAPSULACIONY CUANTIFICACION
DE ANTOCIANINAS

3.2.1.1 Obtencién de harina de papa morada

Para la obtencién de harina se lavo y se eliminé todas las impurezas, se realizaron
hojuelas para facilitar el proceso de secado el mismo que duré 24 horas a una
temperatura de 52+1 °C en secador de bandeja marca GRANDER MTN.
Posteriormente las hojuelas secas se pulverizaron en el molino universal marca M20
IKA-WERKER, y se obtuvo la harina.

3.2.1.2 Extraccion de antocianinas de papa morada, maiz y mortifio.

Para la extraccion de antocianinas de las matrices se utilizé el método descrito por
(E.-S. Abdel-Aal y P. Hucl, 1999) con modificaciones. Con la harina se prepard una
disolucién, harina /disolvente en relacion 1:20, el disolvente es una mezcla de (etanol:
acido clorhidrico HCI 1N; relacién 85:15), y se ajusto el pH a 1 afiadiendo HCI 4N, se
mantuvo en agitacion durante 60 minutos a 68 °C, y finalmente se centrifugd
(HETTICH EBA 12) durante 15 minutos a 15000 rpm . Como se muestra en la figura 1.
Se recogio6 el sobrenadante y se elimind el disolvente mediante evaporacion al vacio

a una temperatura de 70 °C.



Figura 1. Harina de papa morada y ajuste de pH

3.2.1.3 Determinacion de la concentracion de antocianinas

Una vez obtenido el extracto liquido de las matrices se determiné la concentracion de
antocianinas segun E.-S. Abdel-Aal y P. Hucl (1999) a través de la medicion de la
absorbancia en espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC modelo 4001/4 a 535 nm

para reemplazar en la ecuacion 1:

Ecuacion 1

A wvol

C= =X xMW x10°

1000 x sample wt

Donde:

C: Es la concentracién de antocianinas mg/kg, se dividio sobre 10 para obtener el

resultado en mg/100g

A: Es la absorbancia obtenida a 535 nm

¢: Absortividad molar (cianidina 3-glucésido 25965 cm-1 M-1)
Vol: Volumen total del extracto de antocianinas (5 ml)

MW: Peso molecular de cianidina 3-glucosido (449)
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3.2.1.4 Microencapsulacion de antocianinas mediante Spray-Dryver

La microencapsulacion de antocianinas de las matrices se realizé en la universidad
técnica de Ambato — Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos — Unidad
Operativa de Investigacion y Desarrollo (UODIDE) en el equipo BUCHI MINI
SPRAY DRYER.

Se prepard la disolucién maltodextrina como agente encapsulante, componente activo
en relacion (80:20), la solucidn se realizd mediante agitacion con un agitador vertical
(ARROW ENGINEERING model 6000) a 40 °C en la plancha de calentamiento
(FISHER SCIENTIFIC Isotemp Heated Magnetic Stirrer/Hotplate), la disolucién
principio activo/maltodextrina se secé por aspersion (Buchi Mini Spray Dryer B-290)
a una presion de (-50 mbar), a temperatura de entrada de 150 °C y temperatura de
salida de 90 °C cuando el proceso finaliza se apagé la temperatura de entrada y se dejo
pasar agua hasta que la temperatura indique 100 °C, luego se cerré el flujo de agua y
aire como se indica en la figura 2. Para obtener el producto cuando la temperatura sea
70 °C se procedio a desensamblar el equipo y recuperar el producto seco (Lopez
Hernandez, 2010)

Figura 2. Microencapsulacion de antocianinas mediante secado por aspersion
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3.2 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante se realiz6 mediante el método descrito por Brand-Williams
et al. (1995) con modificaciones, mediante inhibicion del radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidracil). Se utilizé las antocianinas microencapsuladas de papa morada
directamente, para maiz morado y mortifio se realizd6 una dilucion de 1:10
(microencapsulado:etanol/agua) y se midié la absorbancia a 515 nm en un
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC modelo 4001/4. Los resultados se
expresaron como equivalentes de pmol de Trolox/100 g de muestras Yy para los

calculos se utiliz6 una curva de Trolox (50-500 pmol/L).

3.2.1. Preparacion de muestras

Se pesaron 0,5 g de muestra antocianinas microencapsuladas y se disolvieron en 25 ml

de agua/etanol (50:50 v/v). Se centrifug6 a 5000 rpm por 10 minutos.

3.2.2. Preparacion de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Se pesaron 0,0023 g de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y se disolvieron en 100

ml de metanol (80%). La preparacion tuvo una concentracion de 60 pM/litro.

3.2.3. Medicién de la capacidad antioxidante

Para la medicion de la capacidad antioxidante se debe tener en cuenta lo siguiente:
Blanco: 3000 pl de metanol (80%)

Control: 2000 ul DPPH+ 65 ul agua destilada

El blanco se utilizo para la calibracion del espectrofotometro.

La media de los valores del control forma parte de la formula de calculo del método.
En una cubeta de plastico se colocaron 65 pl del extracto y posteriormente se afiadieron
2000 pl de DPPH, se dejo incubar en la oscuridad durante 40 min y finalmente se
midié la absorbancia de la muestra con un espectrofotometro (THERMO
SCIENTIFIC, Estados Unido) a 515 nm, como se indica en la figura 3.
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Figura 3. Preparacion de muestras

3.2.4. Curva de calibracion

Para la obtencion de la curva de calibracion se pesé 0,0125 g de Trolox y se colocd
en 100 ml de etanol/agua (50:50 v/v), la solucion tiene una concentracion de 500 uM.
Posteriormente se procedid a realizar las siguientes diluciones de la soluciéon madre
50, 100, 200, 300, 400, 500 uM.

3.2.5. Calculo del porcentaje de inhibicion de DPPH
Para obtener el porcentaje de inhibicion de DPPH se utilizo la ecuacion 2.

Ecuacion 2

% INHIBICION DPPH = (1 — (AbSyuyestra — AbScontror) ) * 100

Donde:
Abs muestra: absorbancia a 515 nm de la muestra
Abs control: absorbancia a 515 nm del control
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3.3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR DIFUSION EN DISCO

3.3.1. Cepas Bacterianas: medio de cultivo, condiciones de crecimiento y
preservacion.

La evaluacion de actividad antibacteriana se utiliz6 con bacterias Gram-positivas

Listeria monocytogenes (ATCC® 19115™), Bacillus cereus (ATCC 10876),

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 25923™) y Gram-

negativas Escherichia coli (ATCC® 25922™) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC

10145), cepas gentilmente donadas por el Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad del Azuay a cargo de la PhD (c) Ma. Fernanda Rosales.

Para el repique de las bacterias se utilizo caldo Tripticasa de Soya (TSB), 2% (w/v)
para estriado previo y los ensayos como control de pureza. Las cepas se preservaron

en caldo TSB con un 20% de glicerol estéril (v/v) a -80 °C.

3.3.2. Resuspension de antocianinas

A partir de 4 gramos de antocianinas microencapsuladas de las matrices vegetales
(papa morada, maiz morado y mortifio), se realiz6 resuspension de antocianinas con
agua destilada estéril y agitacion en VORTEX MIXER marca LABNET.

3.3.3. Actividad antibacteriana

Se sembraron las bacterias en caldo Tripticasa de Soya (TSB) al 1%, en tubos de
ensayo estériles con 5 ml de caldo TSB, se inocularon las bacterias indicadoras y se
incubaron a 37 °C a 200 rpm de agitacion MINI SHAKER marca IKA por 18 horas.
Los cultivo se ajustaron a una densidad optica (D.O.) a 600 nm de 0.1 (Hood et al.,
2010), en solucién salina 0.9% (w/v) que corresponde aproximadamente a 1x108
UFC/ml (Riveron-Rodriguez et al., 2012), luego cada cultivo se diluy6 hasta 1x10°
6 1x10° UFC/ml.

Las suspensiones bacterianas fueron inoculadas en Mueller Hinton (MH) agar
utilizando la técnica de difusién con ayuda de un hisopo estéril. Una vez inoculadas

las 5 bacterias indicadoras se realizé 7 pozos de 8 mm de diametro en la placa de MH.

A cada pozo se adiciondé 100 pl de solucion de antocianina en las siguientes
concentraciones C1: 100, C2: 75, C3: 50, C4: 25, C5: 10 (ug/ml). Se utilizé agua

destilada estéril como control negativo y gentamicina como control positivo
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antibidtico de amplio espectro a una concentracion de 450 pg/ml en cdmara de flujo
laminar marca ESCO ABC-4A2. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37 °C en
incubadora ESCO, marca IFA-10T-8. Despueés de la incubacion, se medié las zonas
de inhibicion y el efecto se calculé como una media de 3 pruebas replicadas ver figura
4,

Figura 4. Sembrado en placa difusion en agar

3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se aplico un disefio multifactorial de bloques, donde factor A son las 5 bacterias
((Escherichia coli (ATCC® 25922™)  Staphylococcus aureus subsp. aureus
Rosenbach (ATCC® 25923™), Listeria monocytogenes (ATCC® 19115™), Bacillus
cereus (ATCC® 11778™) y Pseudomona aeruginosas (ATCC 10145)) y factor B son
las 3 matrices vegetales (maiz morado, papa morada y mortifio), todos los tratamientos

se realizaron por triplicado ver Tabla 1.
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Tabla 1. Factores y niveles controlados en la evolucion de actividad antimicrobiana

de antocianinas microencapsuladas.

Factor Niveles

A Bacterias | a0: Staphylococcus aureus

al: Listeria monocytogenes

a2: Pseudomona aeruginosas

a3: Bacillus cereus

a4d: Escherichia coli

B Matriz b0: Mortifio

Vegetal | bl: Maiz morado

b2: Papa morada

Se consideraran como variables de respuesta el didmetro del halo de inhibicion.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron comparados mediante un analisis de varianza y la comparacion

de medias de tukey (0=0,05), mediante el programa estadistico Startgrahies centurion
XV.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Andlisisy discusion de los resultados

Las antocianinas, se caracterizan por ser compuestos hidrosolubles, responsables de la
formacion de los colores de flores, frutas y verduras (Braverman et al., 1980). A la
vez se caracterizan por ser compuestos fendlicos con estructura basica, quimicamente
las antocianinas son glicésidos de las antocianidinas, estan constituidas por una
molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la cual se une un aztcar por medio del
enlace B-glucosidico. La estructura quimica béasica de la aglicona es el ién flavilo
(Salvador, 1993). Los beneficios que proporcionan las antocianinas a la salud humana
son la proteccion del sistema circulatorio y la prevencion de enfermedades

neurodegenerativas (Kuskoski et al., 2004).

Las caracteristicas fisicas del grano que afectan a la concentracién de antocianinas son
tamafio y color principalmente (Salinas Moreno et al., 2012), la extraccion y
cuantificacion se lo realizé mediante el método descrito por (M. Abdel-Aal y P. Hucl,
1999), utilizando etanol y &cido clorhidrico HCI 1M con el objetivo de obtener la
formacion del cation flavilio, el cual es estable en un medio acido. En la cuantificacion
de antocianinas las concentraciones fueron expresadas en cianidina 3-glucésido el cual
es el pigmento antociano presente en mayor proporcion en frutos y cereales, por lo
tanto se midio la absorbancia de la muestra a 515 nm ver Tabla 2. Segun Abdel-Aal
et al. (2006), el contenido de antocianinas totales en maices pigmentados varian de
acuerdo con el genotipo, condiciones de cultivo, o el tratamiento a que sean sometidos
en el procesamiento sin embargo el valor obtenido guardo relacién con otros referidos
previamente. En este sentido Zili¢ et al. (2012), reportaron el contenido de
antocianinas en diferentes tipos de maices pigmentados de 2,50 a 696,07 mg/kg de
antocianinas lo cual corrobora el contenido determinado de antocianinas en maiz

morado detallado en la tabla 2.
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Tabla 2 Concentracidon de Antocianinas (cianidina 3-glucésido)

MATRIZ VEGETAL mg/100 g
Maiz morado 267.058+1
Mortifio 122,240+1
Papa morada 168,500+1

El contenido de antocianinas totales de las diferentes matrices vegetales expresado en
miligramos por 100 gramos de harina se detalla en la tabla 2. Se determind una
concentracion de 122,240 mg/100 g de harina en el mortifio o ardndano andino
Vaccinium floribundum Kunth, el cual estd dentro del rango de contenido de
antocianinas totales de 92-235 reportado para frutos de otras especies de bayas por
(Prior et al., 1998). El contenido de antocianinas encontrado en la papa morada fue
de 168,500 mg/100 g de harina, encontrdndose dentro del rango reportado por (Segura
Pefia, 2004), en el cual identificaron a la pelargonidina-3-rutindsido-5- glucésido
acilada, como la mayor antocianina presente en papas con un 67,4% del total de

pigmentos antocianicos.

En cuanto a la estabilidad de las antocianinas, esta depende de factores ambientales y
quimicos. Los factores que afectan la estabilidad de las antocianinas son la
temperatura, pH, oxigeno, enzimas, presencia de copigmentos, iones metalicos
azucares (Hutchings, 1994). Para prolongar la estabilidad de las antocianinas se utilizé
la técnica de encapsulacion mediante el secado por aspersion (spray dryer), que es uno
de los procesos mas utilizados para encapsular agentes bioactivos. Segin Yepez y
Luis (2013) mencionan que la encapsulacion de antocianinas mediante el secado por
aspersion utilizando maltodextrina produce encapsulados con un rendimiento de
14,9% y con una pérdida de 1.5% de antocianinas. Los parametros a controlar para la
encapsulacion de antocianinas fueron la temperatura de entrada de 150 °C y
temperatura de salida de 90 °C mismos que son fundamentales en la obtencion de

encapsulados (Lopez Hernandez, 2010).
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Otra de las actividades bioldgicas reportadas para las antocianinas y que fue también
objeto de estudio fue la capacidad antioxidante medida mediante el método DPPH el
cual se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (Brand-Williams
etal., 1995).

Un antioxidante es una sustancia que disminuye o inhibe la oxidacion de otras
sustancias. Los antioxidantes presentes en frutas y verduras protegen la salud humana,
previniendo enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, visuales y cancer
(Bernal-Roa et al., 2011), las antocianinas tienen una excelente actividad antioxidante
debido a que son donadores de electrones o hidrogeno dando la formacion de radicales
intermedios relativamente estables, a la vez son capaces de quelar metales, inhibir la

enzima lipooxigenasa y captar radicales libres (Wang y Stoner, 2008).

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se utilizd el método propuesto por
(Brand-Williams et al., 1995). En la tabla 3, se muestra las absorbancias de las
muestras con DPPH medidas a 515 nm después de 40 minutos de incubacién. Se puede
evidenciar el porcentaje de inhibicion del radical DPPH después de la incubacion
dando como resultado que el mortifio tiene mayor capacidad antioxidante en

comparacion con las antocianinas de maiz morado y papa morada.

Tabla 3 Absorbancia de muestras con DPPH después de 40 min de incubacion

RELACION MUESTRA : DPPH 65/2000 pl

Papa Morada Maiz Morado Mortifio 1/10 BLANCO REACTIVO
1/10
0,359 0,421 0,31 0,442
0,356 0,421 0,31 0,442
0,354 0,421 0,31 0,442
x 0,356 x 0,421 x 0,031
c 0,003 6 0,00 c 0,00
% inhibicion % inhibicion % inhibicion 0,442
19,382 4,751 29,864
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La tabla 4 muestra la capacidad antioxidante de las muestras vegetales obtenidas
mediante el método de DPPH el cual se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-

2-picrilhidrazil, propuesto por (Brand-Williams et al., 1995),

Tabla 4 Capacidad antioxidante de muestras vegetales

MUESTRAS eq a UM de Trolox /mg de antocianinas
Papa morada 5125,28+1
Maiz morado 9736,49+1
Mortifio 106023,84+1

Con respecto a la matriz vegetal correspondiente a la papa morada Solanum tuberosum
L., es un cultivo ancestral andino que presenta una pigmentacion rojo-morado, debido
a la presencia de antocianinas y licopeno, que son indicativos de la presencia de
antioxidantes naturales, la capacidad antioxidante de las antocianinas extraidas de papa
morada fue de 5125,28 eq a UM de Trolox /mg de antocianinas, dicho valor se
encuentra proximo al rango reportado por Castillo Melgar (2012), quien obtuvo
valores de capacidad antioxidante entre 5835.52 a 8887.46 g de Trolox equivalente/g.
m. en base humeda, y 15503.1 a 32590.61 ug de Trolox equivalente /g. m. en base
seca, en cultivares de papa nativa de pulpa morada, a la vez (Brown et al., 2005),
mencionan que los valores altos de capacidad antioxidante es debido al contenido de
vitamina C, por su parte (Lewis et al., 1998) sefialan que en los tubérculos las
principales antocianinas encontradas son glucosidos diversos de pelargonidina,
petunidina y malvidina. Ademéas Reddivari (2007), indic6 que entre las
antocianidinas, malvidina es el antioxidante mas potente, mientras que la cianidina

muestra tres veces mas antioxidantes que el potencial de pelargonidina.

Por otra parte las antocianinas extraidas y microencapsuladas de maiz morado tuvieron
una capacidad antioxidante de 9736,49+1 eq a UM de Trolox /mg de antocianinas, por
su parte (Aoki et al., 2002), informaron sobre la existencia de cianidina 3- glucosido
en el maiz (Zea Mayz L. ) de la variedad morado en porcentaje del 70%, por ende la
capacidad antioxidante de antocianina de maiz morado es mayor debido a la accion de
la cianidina que se encuentra en el grano de maiz, a su vez las antocianidinas
encontradas en el grano de maiz son cianidina y pelargonidina como lo indican
(Dooner, 1979; Harborne y Gavazzi, 1969), aunque también se ha detectado la
presencia de peonidina y malvidina reportado por (Salinas Moreno et al., 2013),
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ademéas mencionan que los granos pigmentados de maiz poseen multiples actividades
biologicas, la antocianidina predominante es la cianidina que tiene un papel
preponderante, tanto por su amplia distribucion ya que el 73% de las antocianinas se

derivan de esta, como por poseer un alto poder antioxidante.

Otra de las matrices evaluadas fue las antocianinas extraidas de mortifio, mismos que
poseen gran capacidad antioxidante, Azas Duran y Ruilova Pineda (2017),
mencionan que el mortifio contiene compuestos fenolicos, betacarotenos, flavonoides,
antocianinas y glacidos de cianidinas mismos que provocan gran capacidad
antioxidante, los frutos del género Vaccinium se caracterizan por poseer gran cantidad
de diferentes compuestos con actividad antioxidante (Beccaro, Mellano, Botta,
Chiabrando, & Bounous, 2004). La actividad antioxidante evaluada con el radical
DPPH de las antocianinas de mortifio fue de 106000 eq a UM de Trolox /mg de
antocianinas, por su parte (Maldonado-Celis et al., 2014), reportaron valores
superiores a 200000 eq a UM de Trolox /mg de antocianinas en frutos de género

Vaccinium en cuanto a la capacidad antioxidante.

En cuanto a la evaluacion antimicrobiana de antocianinas microencapsuladas se
analizd con tres matrices vegetales las cuales son Maiz Morado (Zea mays L.), Papa
Morada (Solanum tuberosum) y Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) frente a
patogenos bacterianos (Listeria monocytogenes (ATCC® 19115™), Bacillus cereus
(ATCC 10876), Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 25923™v),
y Gram-negativas Escherichia coli (ATCC® 25922™) y Pseudomonas aeruginosas
(ATCC 10145)), los tratamientos se realizaron por triplicado y el conjunto de datos

fueron analizados por analisis de varianza con un 95% de significancia.

Los ensayos de determinacion de la capacidad antimicrobiana se realizd6 mediante el
método de difusion en placa porque es un método que concentra mayor cantidad de
antocianos o extractos facilitando la evaluacion del potencial antimicrobiano como lo
menciona (Magallanes et al., 2003) lo que concuerda con (Rojas et al., 2005) en el
cual menciona que el método modificado de pocillos en agar es méas sensible que el
método Kirby-Bauder; por esta razén varios autores recomiendan el uso del método
para ensayos de actividad antimicrobiano en plantas medicinales en condiciones

estandarizadas.
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En cuanto al control positivo se usé Gentamicina, teniendo en cuenta que es un
antimicrobiano de amplio espectro y actta inhibiendo la sintesis proteica de Gram
positivos y Gram negativos (Fuchs et al., 1994); para diluir las antocianinas

microencapsuladas se utilizé agua destilada estéril asi mismo como control negativo.

Para diferenciar que las antocianinas evaluadas presentaron actividad antimicrobiana
0 no, y a la vez esté aceptada, se tomd como referencia el halo de inhibicion del control
positivo Gentamicina, descritos por (Sacsaquispe Contreras y Velasquez Pomar,
2008) ver tabla 5.

Tabla5 Normas de procedimiento para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana
por el Método de Disco Difusion (Sacsaquispe Contreras y Velasquez Pomar,
2008)

Antimicrobiano Enterobacterias y Staphylococcus spp

mm de didmetro de halos de inhibicion

Resistente
<12

Intermedio
13-14

Sensible
>15

Gentamicina

A continuacion se presentan las medias y desviacion estandar de resultados alcanzados
con respecto a la actividad antimicrobiano de antocianos de diferentes matrices
vegetales.

Tabla 6 La influencia antimicrobiana de 100 uL de antocianinas microencapsuladas
de mortifio en cultivos de prueba.

Concentracion Tamano de la zona de inhibiciéon, mm
mg/ml S. aureus L. P. B. cereus E. coli
monocytogenes | aeruginosa
C1 122,5 | 23,33+0,58 25,67+0,50 25,33+1,15 | 27,67+0,58 | 26,00+0,00
C2 91,68 | 20,33+0,58 22,67+1,15 18,00+1,00 | 24,00+0,00 | 24,33+0,58
C3 61,13 | 16,00+1,00 20,00+0,00 16,00+0,00 | 19,00+0,00 | 17,67+1,15
C4 30,56 | 13,00+1,00 12,33+0,58 13,677+1,53 | 11,67+0,58 | 14,677+0,58
C5 12,23 0 0 0 0 0
Gentamicina 450 | 20,33+0,58 28,00+0,00 32,00+1,00 28,00+0 20,67+1,5
agua 0 0 0 0 0 0
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Tabla 7 La influencia antimicrobiana de 100 puL de de antocianinas microencapsuladas
de maiz morado en cultivos de prueba.

Concentracion Tamafio de la zona de inhibicion, mm
ug/ml S. aureus L. P. aeruginosa | B. cereus E. coli
monocytogenes
C1 534,1 | 20,00+0,00 | 27,67+1,53 19,67+0,58 25,67+1,15 | 28,33+0,58
Cc2 400,58 | 15,67+0,58  23,67+0,58 17,67+0,58 23,00+1,00 | 20,00+0,00
C3 267,05 | 14,00+0,00 | 17,00+1,00 15,67+0,58 18,00+0,00 | 13,67+1,15
C4 138,52 | 12,00+0,00 14,33+1,15 0 11,67+0,58
C5 53,4 | 10,00+0,00 12,33+0,58 0 0
Gentamicina 450 | 27,0£1,00 | 27,67%0,58 28,67+1,15 26,67+0,58 | 22,00+0,00
agua 0 0 0 0
Tabla 8 La influencia antimicrobiana de 100 puL de de antocianinas microencapsuladas
de papa morada en cultivos de prueba.
Concentracion Tamafio de la zona de inhibicién, mm
kg/ml S. aureus L. P. B. cereus E. coli
monocytogenes | aeruginosa
Cl 111,75 27,33+1,15 27,67+0,58 28,67+1,15 | 26,33+1,15 | 25,33%1,15
Cc2 83,81 26,33+0,58 25,33+0,58 24,33+0,58 | 23,33+0,58 | 22,67+0,58
C3 55,87 18,7+01,15 17,00£0,00 18,00+0,00 | 20,33+0,58 | 22,67+0,58
C4 27,93 15,00+0,00 15,00+0,00 15,67+0,58 | 16,00+1,73 | 18,33+0,58
C5 11,17 0 0 11,67+0,58 0 11,33+0,58
Gentamicina 450 28,00+0,00 28,33+0,58 22,33+0,58 | 26,00+0,00 | 24,00+0,00
agua 0 0 0 0

Con respecto al andlisis estadistico se encontraron diferencias altamente significativas

entre las antocianinas (papa morada, maiz morado y mortifio) y las concentraciones

con respecto al control positivo (gentamicina),

en la evaluacion de la capacidad

antimicrobiana (figura 6, 7, 8, 9, 10). En las cuales se muestra la media de halos vs

gentamicina para cada nivel de Tratamiento con intervalos de confianza del 95,0%.
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Diferencias entre los halos de Matriz y

Diferencias entre los halos de Matriz y

Gentamicina
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Figura5 Mediasy 95,0 % de Tukey y HDS para Escherichia coli (ATCC® 25922™)

*PM=Papa morada; *MM= Maiz morado; *M= mortifio
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Figura 6 Medias y 95,0 % de Tukey y HDS para Staphylococcus aureus subsp.

aureus Rosenbach (ATCC® 259)
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Diferencias entre los halos de Matriz y
Gentamicina

Diferencias entre los halos de Matriz y

Gentamicina

Figura 7 Medias y 95,0 % de Tukey y HDS para Listeria monocytogenes (ATCC®

19115™)
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Figura 8 Mediasy 95,0 % de Tukey y HDS para Bacillus cereus (ATCC 10876)
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Diferencias entre los halos de Matriz y

Gentamicina
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Figura 9 Medias y 95,0 % de Tukey y HDS para Pseudomonas aeruginosa (ATCC

10145)
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Tratamiento

*PM=Papa morada; *MM= Maiz morado; *M= mortifio

En la tabla 9, se muestra la inhibicién alcanzada de los antocianos de las diferentes

matrices vegetales frente diferentes bacterias Gram + y Gram —, en comparacion al

halo de inhibicion producido por la gentamicina, segun el analisis estadistico.

Tabla 9 Inhibicion de antocianos frente a patdégenos

Papa morada Mortifio Maiz morado
Vegetales Solanum Vaccinium Zea mays L.

tuberosum L. floribundum

microorganismos Kunth

S. aureus = + --

L. monocytogenes = = =

P. aeruginosas + -- --

B. cereus = = =

E. coli + + +

+ Mayor efecto que control positivo; = Igual efecto que control positivo; - Menor efecto que control

positivo

Para los antocianos evaluados frente a P. aeruginosas, se evidencio que las

antocianinas de papa morada (Solanum tuberosum L.) tuvieron mayor actividad

inhibitoria a una concentracion de 111,75 pg/ml presentando un halo de inhibicion de
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28,6741,15 mm en relacion con el control positivo (gentamicina) con una
concentracion de 450 pg/ml que presentd un halo de inhibicion de 22,33+0,58 mm ver
Tabla 8.

Los antocianos de papa morada, maiz morado y mortifio evaluados frente a L.
monocytogenes a mayor concentracion presentaron igual actividad inhibitoria que la
gentamicina (tabla 6, 7 y 8), Mientras que los antocianos a concentraciones de 534,1
pg/ml  de antocianinas de maiz morado, 122,5 pg/ml de antocianinas de mortifio y 111,75
ug/ml de antocianinas de papa morada, evaluados frente a la bacteria B. cereus se obtuvo
halos de inhibicion equivalentes en relacidn al control positivo, de la misma forma con
las bacterias Gram negativas con E. coli se encontr6 mayor actividad de inhibicion
ocasionados por los antocianos de papa morada, maiz morado y mortifio a mayor

concentracion frente al control positivo gentamicina.

Las antocianinas frente a S. aureus se obtuvo mejor halo de inhibicion con los
antocianos extraidos de mortifio e igual halo de inhibicién con antocianos extraidos
de papa morada con respecto al control positivo. En la figura 11, se muestra los
resultados alcanzados de actividad antimicrobiana de antocianinas extraidas de Maiz
morado frente a S. aureus, con diferentes concentraciones, con respecto al halo de

inhibicidn alcanzado con el control positivo (Gentamicina).

Figura 10 Resultados de actividad antibacteriana de antocianinas de Maiz morado frente a
B. cereus, C1 concentracion 534,1 pg/ml ; C2 concentracion 400,5 pg/ml : C3 concentracion
267,05 pg/ml ; C4 concentracion 138,52 pg/ml ; C5 concentracién 53,4 pg/ml ; C- Control

negativo (agua) : C+ Control positivo (Gentamicina) 450 pg/ml .
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En cuanto a la sensibilidad de los patdgenos bacterianos, S. aureus fue el
microorganismo mas sensible frente a los antocianos de mortifio (tabla 9), debido a
que las bacterias Gram positivas poseen una pared celular compuesta de una gruesa
capa de peptidoglucano y proteinas; lo que hace que los metabolitos polares, sean mas
permeables y susceptibles a la pared celular y permita el paso de sustancia a su interior
ocasionando la muerte microbiana como lo menciona (Bruneton y Bruneton, 2001;
Cowan, 1999) La pared celular es una estructura importante, y a la vez es el blanco de
antibidticos como los B-lactamicos y glicopéptidos como la gentamicina. Las
modificaciones en la sintesis del peptidoglicano es una respuesta de resistencia de los
estafilococos al ataque de estos antibidticos, en los antocianos extraidos de mortifio
que contiene la cianidina-3-3-0.glucosidico que es un pigmento encontrado en las
moras, zarzamoras, frambuesas, uvas, cerezas, arandanos, maiz morado, etc. Asi
mismo puede ser encontrado en frutas como la manzana y la ciruela. Ultimamente ha
podido ser biosintetizado el 3-O-glucésido de cianidina en la bacteria intestinal
Escherichia coli. Lo cual es representativo ya que en la actualidad estos
microorganismos son principales causantes de infecciones nosocomiales como lo
detalla (Reimer et al., 1997).

Los resultados alcanzados con respecto a la actividad antimicrobiana frente a
microorganismos patdgenos Gram positivos y Gram negativos de antocianos de las
diferentes matrices vegetales permiten plantear la interrogante de ser fuente de
metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano de amplio espectro con accion

dirigida y especifica hacia cada grupo microbiano.

Los antocianos de papa morada mostraron mayor actividad frente a los diferentes
patogenos evaluados, la mayoria de estudios indican que las papas andinas mas que un
cultivo capaz de producir una mayor energia por unidad de tiempo y area que cualquier
otro, es fuente de vitaminas solubles en el agua (vitamina C y complejo B), minerales
(hierro, zinc, cobre y calcio) y carotenoides. Actualmente, las investigaciones en los
Estados Unidos y Europa estd centrada principalmente a la caracterizacion del
contenido de vitaminas y potencial antioxidante de las papas, principalmente en su
contenido y tipos de antocianinas y carotenoides (Bonierbale et al., 2004).

En los dltimos afios ha surgido el interés en la busqueda de fuentes naturales de

colorantes capaces de reemplazar los pigmentos sintéticos usados en grandes
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industrias de alimentos. Los pigmentos derivados de la papa con pulpa roja o purpura
tienen poco olor, color intensos y con pH &cido, lo que podria representar una buena
alternativa natural al rojo No. 40. En paises como Japon, estos pigmentos parecen ser
fuertes y con tendencia a reemplazar al pigmento extraido del rabano rojo gigante.
Segln (Bonierbale et al. (2004)) menciona en su investigacion que estudios en
Estados Unidos han demostrado que la produccién de pigmentos a partir de la papa
podria resultar econdmicamente provechosa. Ademas la cantidad de antocianinas en
las papas de color depende de las condiciones del ambiente de produccion, del
genotipo y de la interaccion entre el genotipo y el ambiente, lo que indica la posibilidad
de mejorar la cantidad de estos compuestos a través de estudios de caracterizacion y/o

mejoramiento genético, o de manejo agronémico.

4.2.  Verificacion de las hipoétesis

Se acepta la hipoétesis alternativa y se rechaza la hipétesis nula, en la cual las
antocianina de mortifio, maiz morado y papa morada no tienen el mismo efecto de
inhibicion en los siguientes microorganismos: Escherichia coli (ATCC® 25922™™),
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 25923™)  Listeria
monocytogenes (ATCC® 19115™), Bacillus cereus (ATCC® 11778™) vy
Pseudomona aeuruginosa (ATCC 10145).
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5.1.

CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las antocianinas microencapsuladas de diferentes matrices vegetales como del
Maiz Morado (Zea mays L.), Papa Morada (Solanum tuberosum) y Mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth), presentaron efecto de inhibicién frente a
bacterias Gram positivas y Gram negativas,

Se extrajo antocianinas de forma solido-liquido de las diferentes matrices
vegetales mediante etanol acidificado, a pH 1 ya que se obtiene mayor
rendimiento en valores bajos de pH, a la vez el extracto se concentrd en
rotavapor.

La encapsulacion es una técnica muy util para la conservacion y proteccion de
aditivos y compuestos bioactivos, mediante el secado por aspersion se
encapsulo utilizando maltodextrina como agente encapsulante ya que es uno
de los carbohidratos de mayor uso y rentable, se cuantifico las antocianinas en
las cuales se tuvo que controlar las temperaturas de entrada y salida en el
secado del equipo.

La actividad antimicrobiana de las antocianinas se evalu6 por el método de
difusion utilizando las bacterias indicadoras: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosas, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Staphylococcus
aureus, en diferentes concentraciones en las cuales se determind que las
antocianinas muestran actividad bioldgica.

La capacidad antioxidante se determind mediante el método DPPH, las
antocianinas representan una clase de antioxidantes importantes, ya que son
tan comunes en los alimentos humanos. En afios reciente, muchos documentos
han sido publicados con respecto a la actividad antioxidante de las antocianinas
y sus otras funciones, asi como estudios que evalUan la correlacion entre su
capacidad antioxidante y estructura quimica, se observé que las antocianinas
de mortifio presentaron mayor actividad antioxidante frente a las antocianinas

de papa morada y maiz morado.
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5.2.

Recomendaciones

Ampliar la investigacion con respecto a la actividad antimicrobiana
incluyendo mas bacterias indicadoras y matrices vegetales.

Ampliar estudios sobre la extraccion con diferentes solventes y estabilidad de
las antocianinas a los cambios de condiciones como tipo de solvente y pH, ya
que éstos no fueron evaluados en el presente trabajo.

Ampliar este estudio, incluyendo méas ensayos de actividad biol6gica, como
antitumoral, citotdxica, etc.

Realizar la caracterizacion por HPLC de las antocianinas presentes en las

diversas matrices vegetales
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ANEXOS
ANEXO 1 EXTRACCION Y MICROENCAPSULACION DE ANTOCIANINAS

Figura 11 Extraccion de antocianinas a partir de harinas de diferentes matrices
vegetales

Figura 12 Ajuste de PH e incubacién
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Figura 14 Preparacién de concentrado y encapsulacion
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ANEXO 2 FOTOGRAFIAS DE LA FASE EXPERIMENTAL CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

Figura 15 Preparacién de muestras

Figura 16 Preparacion de Trolox y DPPH
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Figura 17 Preparacion de celdas e incubacion

Figura 18 Medicion de absorbancia a 515 nm
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Figura 19 Curva de calibracion de Trolox con porcentaje de Inhibicién
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La figura 19, muestra la curva de calibracion de Trolox para un rango de 50- 500 uM.

ANEXO 3 FOTOGRAFIAS DE FASE EXPERIMENTAL ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANO Y RESULTADOS DE DISENO EXPERIMENTAL

Figura 20 Preparacion de placas agar MULLER HINTON
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Figura 22 Preparacién de muestras de antocianinas
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Figura 23 Sembrado en placas

Figura 24 Resultados de actividad antibacteriana de antocianinas de Maiz morado
frente a S. aureus, C1 concentracion 534,1 pg/ml 1; C2 concentracion 400,5 pg/ml :
C3 concentracion 267,05 pg/ml ; C4 concentracion 138,52 pug/ml ; C5 concentracion
53,4 pg/ml ; C- Control negativo (agua) : C+ Control positivo (Gentamicina) 450

pg/mi
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Figura 25 Resultados de actividad antibacteriana de antocianinas de papa morada
frente a P. aeruginosa y S. aureus , C1 concentracion 111,75 pg/ml 1; C2
concentracion 83,81 pg/ml : C3 concentracion 55,87 pg/ml ; C4 concentracion 27,93
pg/ml ; C5 concentracion 11,17 pug/ml ; C- Control negativo (agua) : C+ Control
positivo (Gentamicina) 450 pg/ml.

Figura 26 Resultados de actividad antibacteriana de antocianinas de mortifio frente a
S. aureus , C1 concentracion 122,5 pg/ml 1; C2 concentracion 91,68 pg/ml : C3
concentracion 61,13 pg/ml ; C4 concentracion 30,56ug/ml ; C5 concentracion
12,23ug/ml ; C- Control negativo (agua) : C+ Control positivo (Gentamicina) 450

pg/ml.
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RESULTADOS ALCANZADOS DE DISENO EXPERIMENTAL

Tabla 10 Medias para halos vs gentamicina por Tratamiento con intervalos de
confianza del 95,0% para bacteria Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923T™™)

Tratamiento |Casos |Media (s agrupada) [Limite Inferior [Limite Superior
11,17PM 3 -28,0 0,365148 -28,9516 -27,0484
111,75PM |3 -0,666667  |0,365148 -1,61824 0,284905
12,23M 3 -20,33 0,365148 -21,2816 -19,3784
122,5M 3 3,00333 0,365148 2,05176 3,95491
138,52MM |3 -15,0 0,365148 -15,9516 -14,0484
267,05MM (3 -13,0 0,365148 -13,9516 -12,0484
27,93PM 3 -13,0 0,365148 -13,9516 -12,0484
30,56M 3 -7,33 0,365148 -8,28157 -6,37843
400,58MM |3 -11,3333 0,365148 -12,2849 -10,3818
53,4AMM 3 -17,0 0,365148 -17,9516 -16,0484
534,1IMM |3 -7,0 0,365148 -7,95157 -6,04843
55,87PM 3 -9,33333 0,365148 -10,2849 -8,38176
61,13M 3 -4,33 0,365148 -5,28157 -3,37843
83,81PM 3 -1,66667 0,365148 -2,61824 -0,715095
91,68M 3 0,00333333 (0,365148 -0,948238 0,954905
Total 45 -9,66556

Tabla 11 Medias para halos vs gentamicina por Tratamiento con intervalos de
confianza del 95,0% Pseudomona aeuruginosa (ATCC 10145).

Tratamiento |Casos |Media (s agrupada) |Limite Inferior [Limite Superior
11,17PM 3 -10,6633 ]0,463481 -11,8712 -9,45551
111,75PM 3 6,33667 0,463481 5,12884 7,54449
12,23M 3 -32,0 0,463481 -33,2078 -30,7922
122,5M 3 -6,66667 0,463481 -7,87449 -5,45884
138,52MM |3 -14,3367 |0,463481 -15,5445 -13,1288
267,05MM 3 -13,0033 0,463481 -14,2112 -11,7955
27,93PM 3 -6,66333 |0,463481 -7,87116 -5,45551
30,56M 3 -18,3333 10,463481 -19,5412 -17,1255
400,58MM |3 -11,0033 ]0,463481 -12,2112 -9,79551
53,4AMM 3 -16,3367 ]0,463481 -17,5445 -15,1288
534,1MM 3 -9,00333 0,463481 -10,2112 -7,79551
55,87PM 3 -4,33 0,463481 -5,53783 -3,12217
61,13M 3 -16,0 0,463481 -17,2078 -14,7922
83,81PM 3 2,00333 |0,463481 0,795508 3,21116
91,68M 3 -14,0 0,463481 -15,2078 -12,7922
Total 45 -10,9333
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Tabla 12 Medias para halos vs gentamicina por Tratamiento con intervalos de
confianza del 95,0% para Escherichia coli (ATCC® 25922™),

Limite Limite

Tratamiento | Casos Media (s agrupada) | Inferior Superior

11,17PM 3 -12,6667 0,3849 -13,6697 -11,6636
111,75PM 3 1,33333 0,3849 0,330289 2,33638
12,23M 3 -20,67 0,3849 -21,673 -19,667
122,5M 3 5,33 0,3849 4,32696 6,33304
138,52MM 3 -10,6633 0,3849 -11,6664 -9,66029
267,05MM 3 -8,66333 0,3849 -9,66638 -7,66029
27,93PM 3 -5,66667 0,3849 -6,66971 -4,66362
30,56M 3 -6,00333 0,3849 -7,00638 -5,00029
400,58MM 3 -2,33 0,3849 -3,33304 -1,32696
53,4AMM 3 -22,33 0,3849 -23,333 -21,327
534,1MM 3 6,00333 0,3849 5,00029 7,00638
55,87PM 3 -1,33333 0,3849 -2,33638 -0,330289
61,13M 3 -3,00333 0,3849 -4,00638 -2,00029
83,81PM 3 -1,33333 0,3849 -2,33638 -0,330289
91,68M 3 3,66333 0,3849 2,66029 4,66638

Tabla 13 Tabla de Medias para halos vs gentamicina por Tratamiento con intervalos
de confianza del 95,0% para Listeria monocytogenes (ATCC® 19115™,),

Limite Limite

Tratamiento | Casos Media (s agrupada) | Inferior Superior

11,17PM 3 -28,33 0,375154 -29,3076 -27,3524
111,75PM 3 -0,663333 0,375154 -1,64098 0,314314
12,23M 3 -28 0,375154 -28,9776 -27,0224
122,5M 3 -2,33333 0,375154 -3,31098 -1,35569
138,52MM 3 -27,67 0,375154 -28,6476 -26,6924
267,05MM 3 -10,67 0,375154 -11,6476 -9,69235
27,93PM 3 -13,33 0,375154 -14,3076 -12,3524
30,56M 3 -15,6667 0,375154 -16,6443 -14,689
400,58MM 3 -4,00333 0,375154 -4,98098 -3,02569
53,4AMM 3 -27,67 0,375154 -28,6476 -26,6924
534,1MM 3| -0,00333333 0,375154 -0,98098 0,974314
55,87PM 3 -11,33 0,375154 -12,3076 -10,3524
61,13M 3 -8 0,375154 -8,97765 -7,02235
83,81PM 3 -2,99667 0,375154 -3,97431 -2,01902
91,68M 3 -5,33333 0,375154 -6,31098 -4,35569
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Tabla 14 Tabla de Medias para halos vs gentamicina por Tratamiento con intervalos
de confianza del 95,0% para Bacillus cereus (ATCC® 11778™),

Limite Limite

Tratamiento | Casos Media (s agrupada) | Inferior Superior

11,17PM 3 -26 0,421637 -27,0988 -24,9012
111,75PM 3 0,333333 0,421637 -0,765447 1,43211
12,23M 3 -28 0,421637 -29,0988 -26,9012
122,5M 3 -0,333333 0,421637 -1,43211 0,765447
138,52MM 3 -26,67 0,421637 -27,7688 -25,5712
267,05MM 3 -8,67 0,421637 -9,76878 -7,57122
27,93PM 3 -10 0,421637 -11,0988 -8,90122
30,56M 3 -16,3333 0,421637 -17,4321 -15,2346
400,58MM 3 -3,67 0,421637 -4,76878 -2,57122
53,4AMM 3 -26,67 0,421637 -27,7688 -25,5712
534,1MM 3 -1,00333 0,421637 -2,10211 0,0954471
55,87PM 3 -5,66667 0,421637 -6,76545 -4,56789
61,13M 3 -9 0,421637 -10,0988 -7,90122
83,81PM 3 -2,66667 0,421637 -3,76545 -1,56789
91,68M 3 -4 0,421637 -5,09878 -2,90122
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