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RESUMEN

La demanda del consumidor en busca de antioxidantes naturales que eviten la oxidacion de los
alimentos y por ende su degradacion, es cada dia mayor; por lo que el objetivo de esta tesis fue
evaluar si los extractos crudos de la hoja de Vasconcellea candicans o «Mito», poseia
capacidad antioxidante y antibacteriana. La metodologia que utilizamos fue maceracién de la
hoja de Mito en diferentes solventes (agua, etanol y metanol), cuyos extractos sirvieron para
cuantificar fenoles totales con Folin-Cicateleau; y evaluar la capacidad antibacteriana con el
Acetobacter sp. y con un microrganismo de contraste (Saccharomyces cerevisiae). Los
resultados obtenidos de antioxidantes “polifenoles”, expresados en mg/g de materia seca,
fueron de 36.34 para el extracto acuoso; 23.61 para el etandlico y de 5.01 para el metandlico.
El crecimiento bacteriano expresando porcentualmente fue 100 para el extracto acuoso, 90 para
etandlico y 86 para el metandlico. Por lo que concluimos que, el extracto acuoso posee la mayor

capacidad antioxidante y el extracto metandlico la mayor capacidad antibacteriana.

Palabras clave: extracto hoja de Mito, antioxidante, antimicrobiano.



ABSTRACT

Consumer demand in search of natural antioxidants that prevent the oxidation of food and
therefore its degradation is increasing every day; hence, the objective of this thesis was to
evaluate whether the crude extracts of the Vasconcellea candicans leaf or «Mito», had
antioxidant and antimicrobial capacity. The methodology we used was maceration of the Mito
leaf in different solvents (water, ethanol, and methanol), whose extracts served to quantify total
phenols with Folin-Cicateleau, and evaluate the antibacterial capacity with the microorganisms
Acetobacter sp. and Saccharomyces cerevisiae. The results obtained in mg/g of dry matter were
36.34 for the aqueous extract; 23.61 for the ethanolic and 5.01mg for the methanolic of
"polyphenol” antioxidants. The bacterial growth expressing percentage was 100 for the
aqueous extract, 90 for ethanolic, and 86 for the methanolic. Therefore, we conclude that the
aqueous extract has the highest antioxidant capacity and the methanolic extract has the highest

antibacterial capacity.

Keywords: Mito leaf extract, antioxidant, antimicrobial.



I INTRODUCCION

Los alimentos ya sean de consumo directo o procesados, cuando no se encuentran
sujetos a procesos de conservacion, presentan cambios bioquimicos que causan la reduccién
de su vida util, ya sea por la accion de microrganismos, actividades metabolicas u oxidacidn,
resultando ser un problema con el cual se enfrenta constantemente las industrias de alimentos,
afectando caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas y nutricionales de los alimentos, por
lo que el uso de antioxidantes esta mds que justificado para evitar, inhibir o retrasar su
oxidacion ademds de que en muchos de los casos también sirven como controladores de

microrganismos (Alvines, 2019).

Sin embargo, los antioxidantes que en la actualidad son mas recurrentemente usados
son sintéticos, de los cuales algunos tienen cuestionamientos respecto a su seguridad a con la
salud del consumidor (Marcano y Masahisa, 2018); por lo que la aplicacién de antioxidantes
naturales es una opcion. A pesar de ello, a nivel industrial no esta del todo establecido, debido

a que muchos de estos antioxidantes presentan una baja razén de eficiencia/costo.

Por otro lado, los antioxidantes naturales no solo son una alternativa emergente para la
industria alimentaria, sino que también aportan de manera significativa en la salud del
consumidor (Coronado et al., 2015); ademds, su aplicacién industrial al igual que un
antioxidante sintético puede lograr abarcar el control microbioldgico del alimento al que se le

aplique, por lo que la bisqueda del antioxidante capaz de competir con uno sintético no cesa.

En consecuencia, en la biisqueda de antioxidantes naturales, el presente trabajo decidi6
tomar como candidato a un integrante de la familia de las caricaceaes (Vasconcellea
candicans), debido a que representantes de la misma familia habian presentado caracteristicas
antioxidante y antimicrobiana deseadas. Ademds de apoyar al conocimiento de este arbusto

que se encuentra peligro critico.



1.1. Descripcién y formulacion del problema

Desde un principio la industria alimentaria se encontré con el problema de la oxidacion
de los alimentos, para lo cual utilizaron antioxidantes naturales, que no fueron suficientes para
la amplia gama de alimentos que se produce (Laboratorios Vitafor, 2017). En la actualidad, el
uso de antioxidantes sintéticos, cumplen un rol importante, debido a que evitan la oxidacién de
los alimentos y con ello su pérdida de color, aroma y sabor (Valenzuela et al., 2003). Sin
embargo, de acuerdo a Marcano y Masahisa (2018), dicha préctica se ha puesto en tela de juicio
por parte de los consumidores debido a sus posibles repercusiones en la salud humana ya que
su uso no solo puede causar efectos de intoxicacién aguda, cuando se supera su nivel de ingesta
diaria; sino que también puede causar enfermedades hepaticas, circulatorias y hasta cdncer con

el tiempo (Chédvez y Garmilla, 1964).

Por otro lado, los antioxidantes naturales ademds de beneficiar a la industria
alimentaria, aportan beneficios a la salud del consumidor, como es el hecho de evitar el estrés
oxidativo en las células animales, evitando la alteracién del metabolismo de las mitocondrias
causando la muerte celular, la cual es un indice de envejecimiento; ademds que se ha
documentado que el cuerpo humano al enfrentarse a un envejecimiento natural, pierde
capacidad antioxidante, resultando en cambios degenerativos del sistema inmune y por ende
en enfermedades como cataratas, Alzheimer, Parkinson, enfermedades hepdticas o problemas
cardiovasculares, siendo necesario para esto el consumo de antioxidantes exdgenos (Coronado
et al., 2015), por lo que la bisqueda de antioxidantes naturales es una necesidad para la

industria, asi como para mantener la calidad de vida de sus consumidores.

1.1.1. Formulacion del Problema general

(Las hojas, de la planta de “mito” tienen componentes con capacidad antioxidante y

antibacteriana que podrian ser utilizados como aditivos naturales en la industria alimentaria?



1.1.2. Formulacion de los Problemas especificos

- (Los componentes de las hojas de “mito” extraidos con metanol, etanol y agua tienen
capacidad antioxidante?
- ¢Los componentes de las hojas de “mito” extraidos con metanol, etanol y agua tienen

capacidad antibacteriana?

1.2. Antecedentes

Tal como lo mencionan Punetha y Prakash (2019), todas las plantas poseen
biometabolitos que resultan ser antioxidantes, en especial aquellos que provienen de
metabolitos secundarios, los que en muchos casos son potencialmente aplicables a la industria
farmacoldgica y alimentaria. Estos investigadores, al estudiar la composicién quimica in-vitro
y el potencial antioxidante de Asparagus racemosus en los extractos metandlicos, encontraron
compuestos bioactivos que podian eliminar radicales libres (buen antioxidante frente al dcido
ascorbico) y tenian un mayor poder reductor que el dcido gilico, ademds de ser mejor quelante

de metales que el EDTA.

Varios de los integrantes de la familia Caricaceae, tienen capacidad antioxidante y
citotéxica. Husin et al. (2019) y Jarisarapurin et al. (2019), estudiaron la especie Carica
papaya, concluyendo que tanto la hoja como la pulpa del fruto inmaduro poseian capacidad
antioxidante y citotoxica, probablemente aplicable en el 4rea de la salud, debido a que
demostraron que su capacidad antioxidante disminuia la desestabilizacién del factor eritroide,
por lo que podria ser usado como nutracéutico. Rahayu y Lestari (2019) estudiaron a Carica
pubescens tomando como analitos tallos y hojas, extractdndolos con metanol, acetato de etilo
y cloroformo, concluyendo que los extractos metandlicos son los que poseen mayor actividad
antioxidante, esto debido a que se trata de un disolvente polar idnico o prétido, con gran

afinidad a compuestos organicos.



El género Vasconcellea también perteneciente a la familia de las Caricaceaes, presenta
estudios relacionados a la extraccion de compuestos bioactivo; por ejemplo, Uribe et al. (2015)
y Galvez et al. (2019) trabajaron con las hojas de Vasconcellea pubecens haciendo extracciones
de compuestos bioactivos con distintos métodos; siendo mds eficiente el método de Alta
Presion Hidrostatica (APH) (Uribe et al., 2015). Sin embargo, en la retenciéon de
biometabolitos, el método de extraccion al vacio fue mejor, ya que logro retener acido
ascoOrbico en gran proporcion, ademas de grupos fendlicos (Galvez et al., 2019). Gracias a estas
investigaciones, se puede concluir que la Vasconcellea pubecens posee un moderado potencial

antioxidante.

Otro trabajo relacionado a la especie Vasconcellea pubescens fue el realizado por Vega
et al. (2020), quienes obtuvieron extractos metandlicos y etanélico de la fruta y observaron que
existia una correlacion entre la actividad antioxidante (DPPH) y los compuestos bioactivos, los
cuales poseen capacidades antibacterianas contra E. coli y B. cereus; y por ende, concluyen
que los extractos secos del fruto de la papaya puede ser un buen candidato para el desarrollo

de conservantes naturales debido a que posee capacidad antioxidante y antimicrobiana.

Los resultados de estos estudios muestran el potencial del género Vasconcellea como
antioxidante y antibacteriano, lo que abre las puertas para su estudio en otras especies

integrantes del mismo género.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad antioxidante y antibacteriana de extractos crudos: acuoso,
etandlico y metandlico, de la hoja de Vasconcellea candicans (mito) para considerar su uso en

la industria.
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1.3.2. Objetivos Especificos

- Determinar la capacidad antioxidante de extractos crudos (acuoso, etandlico y
metanodlico) de la hoja de Vasconcellea candicans (mito) para considerar su uso en
la industria.

- Determinar la capacidad antibacteriana de extractos crudos (acuoso, etandlico y
metandlico) de la hoja de Vasconcellea candicans (mito) usando Acetobacter sp. 'y
un microrganismo de contraste (Saccharomyces cerevisiae), para considera su uso

en la industria.

1.4. Justificacion

Los aditivos antioxidantes sintéticos, pueden causar reacciones adversas en un
organismo, si éste los consume de manera continua en un largo periodo de tiempo (Ibifiez et
al., 2003); o si este consumo supera los niveles de ingesta aceptables (IDA), las cuales
representan una cantidad admisible de consumo de dichos aditivos, sin que represente un riesgo
apreciable en la salud (Benford, 2000). A pesar de ello, estudios realizados en la dltima década,
han demostrado que existe una relacién en cuanto al estado de salud, envejecimiento fisico y
el consumo de antioxidantes artificiales y naturales, siendo los antioxidantes naturales los que

demuestran tener efectos positivos para la salud (Coronado et al., 2015).

Los antioxidantes naturales contribuyen eficazmente a la industria alimentaria y a
conservar la salud (Reyes et al., 2011); por lo que actualmente se trata de remplazar la mayor
cantidad de aditivos artificiales por una mayor cantidad de aditivos derivados de fuentes
naturales, aprovechando los metabolitos secundarios que las plantas producen y que podrian
ser potenciales antioxidantes como los compuestos polifendlicos que poseen capacidad
antioxidante y antibacteriana (Stashenko et al., 2003). De acuerdo a Laboratorios Vitafor

(2017), la oxidacion de los alimentos puede deberse a la exposicion prolongada al oxigeno y
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metales de especies reactivas o por efecto de microorganismos oxidantes. Es por ello, que en

el presente trabajo podemos indicar lo siguiente:

1.5. Hipétesis

- Ha: Los extractos crudos de la hoja de Vasconcellea candicans (mito) poseen
capacidad antioxidante y/o antibacteriana que permiten su uso en la industria.
- Ho: Los extractos crudos de la hoja de Vasconcellea candicans (mito) no poseen

capacidad antioxidante y/o antibacteriana que permiten su uso en la industria.

La correspondiente Matriz de Consistencia se puede revisar en el Anexo A.
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1. MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Generalidades de Vasconcellea candicans

A continuacion, se presenta la ubicacion taxondmica de la especie Vasconcellea candicans,

ordenadas de acuerdo al sistema de clasificacion APG IV (2016).
ANGIOSPERMAE
Clase: Eudicots
Orden: Brassicales
Familia: Caricaceae
Género: Vasconcellea
Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC

Nombres comunes en Pera: chuncay (kichiwa), sozoranga, toronche chicope, Papaya

andina, Mito.

Categorizacion: Especies amenazadas de flora silvestre del Perd como en Peligro

Critico (CR) segtin el D.S. 043-2006-AG.

2.1.2. Origeny distribucion

Se encuentra distribuida desde la Provincia de Loja (Ecuador), hasta el Departamento
de Tacna (Perti), en los bosques secos, riberas de rios, laderas de las vertientes occidentales
andinas, y las lomas costeras, entre 0 a 3,000 m.s.n.m., en los departamentos peruanos de
Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, lca, Lima, La Libertad, Moquegua, Piura y Tacna (Belli,

2018).
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2.1.3. Caracteristica, utilidad y demanda

Se le reconoce por ser un arbusto aromatico con frutos tipicos de la familia Caricaceae,
de pulpa tierna, suculentos, de buen gusto, con fragancia intensa; rica en proteinas y
mayormente consumida por su efecto positivos ante malestares y enfermedades digestivas y

hepaticas (Belli, 2018).

Los pobladores del distrito San Pedro de Casta en Huarochiri reciben un ingreso anual
neto potencial, producido por la venta de Vasconcellea candicans que es inferior al ingreso
neto de la mayoria de los cultivos tradicionales de dicha provincia, a pesar de ello existe una
gran demanda que no se puede satisfacer debido a que no hay un manejo agricola de la
produccién de “mito”, los que son recolectados en estado silvestre para consumo familiar y
micro comercializacién, principalmente en mercados locales y en menor porcentaje para ser
enviados al Mercado Mayorista de Productores de Frutas de Lima, donde son pocas las
personas que conocen la especie, ignorando que este fruto es agradable, de gran aporte

nutricional y que tiene propiedades medicinales (Portuguez, 2008).

2.1.4. Aspecto Antioxidante

Los antioxidantes, en cuanto a su utilizacién en los organismos animales, se clasifican
en exogenos o endogenos. Los enddgenos se caracterizan por ser producidos por el mismo
organismo mientras que los exdgenos son todas aquellas moléculas bioactivas que, al ser
consumidas sirven como antioxidantes para el organismo porque evitan el estrés oxidativo
(acumulaciéon de radicales libres, que no logran ser neutralizados por los antioxidantes
enddgenos del organismo) y con ello el organismo evade multiples enfermedades causadas por

dicho estrés (Avello y Sualsky, 2006).
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En industrias alimentarias los antioxidantes cumplen un rol muy importante que es
prevenir la oxidacion de los alimentos y con ello la pérdida de color, sabor y aromas, ademaés
de servir como defensor de multiples microrganismos que echarian a perder los productos
(Armenteros et al., 2012). A partir de ello se pueden clasificar a los antioxidantes alimentarios
en primarios y secundarios, estos ultimos se ocupan de impedir o disminuir la formacién de
radicales libres, utilizando quelantes de metales como el EDTA (4cido etilen-diaminico-
tetracético) o el dcido citrico; en cambio los antioxidantes primarios son conocidos como los
erradicadores de radicales libres, y son principalmente compuestos fendlicos, que al donar un
electrén a un radical libre forman productos estables (Ordéfiez et al., 1998); por lo que la

presente investigacion estd centrada en este punto.

2.1.4.1. Antioxidantes naturales. En su gran mayoria son producto de metabolitos
secundarios de las plantas como los compuestos fendlicos, terpenos, alcaloides y glucésidos.
Especificamente se trata de los compuestos fendlicos, los cuales son derivados de las rutas del
acido maldnico y shikimico, y estdn integradas por cumarinas, flavonoides, taninos,
antocianinas y saponinas (Avalos y Pérez, 2009); siendo considerados exégenos para
organismos animales, cumpliendo una funcidn positiva para la salud cuando se consumen

(Avello et al., 2006).

2.1.4.2. Antioxidantes sintéticos. Su potencial antioxidante es superior al de los
antioxidantes de origen natural, por lo que su uso es altamente comercial en todas las industrias;
generalmente estos son quelantes de metales inestables y pueden ser muy variables segin el
rubro al que se desee aplicar, uno de los més famosos en la industria alimentaria son los llamado
aditivos E-#, que participan como conservantes, antioxidantes y antimicrobianos. A pesar de
todas las ventajas que tiene sobre los aditivos naturales, los antioxidantes sintéticos logran
provocar dafo- a la salud, ademds de mostrar relacion directa con el envejecimiento celular

(Coronado et al., 2015).
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2.1.4.3. Capacidad antioxidante. Es la capacidad que tiene un compuesto de
demostrar reactividad en contra de los procesos de oxidacion, la cual se ve reflejado por los

polifenoles presentes en las plantas o en derivados de ellas (Londofio, 2012).

2.1.4.4. Actividad antioxidante. Describe la dindmica inicial que tiene un compuesto
para revertir o disminuir el efecto oxidativo de un compuesto afectado, dicha dindmica es

influida por la estructura quimica del compuesto antioxidante (Vicente, 2019).

2.1.5. Potencial antimicrobiano

Los metabolitos secundarios de las plantas, presentan actividad antioxidante, pero
ademds antimicrobiana; asi, los flavonoides, saponinas, fenoles y quinonas, son utilizados
como posibles soluciones a infecciones bacterianas en el dmbito clinico y también en la
industria alimentaria, en ambos casos previniendo y corrigiendo la posible contaminacién y
enfermedades. Por ejemplo, para prevenir o corregir el ranciamiento de las carnes se utilizaba
fenoles de betarraga y frutas, y en la actualidad dicha correccion se realiza con el acido

ascorbico sintético que resulta ser mds eficiente a menores concentraciones (Balbuena, 2012).

A pesar de ello, los estudios de la tltima década indican que los antioxidantes naturales
resultan ser tan o igual de eficientes en sinergia con una buena cadena de frio, por lo que en la
industria cdrnica se estd comenzando a tomar como una opcién cada vez mds aceptada. Debido
a su eficiencia como antioxidante y antimicrobiano, muchos de estos antioxidantes naturales

podrian ser beneficiosos para la salud del consumidor (Armenteros et al., 2012).
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1L METODO

3.1. Tipo de investigacion

Esta investigacion es pura o tedrica, porque tiene el objetivo de analizar una variable
no investigada previamente con el propdsito de ampliar las posibilidades en aditivos naturales
antioxidantes de la industria alimentaria. Es Explicativa, porque permitird aumentar los
conocimientos sobre la existencia de la capacidad antioxidante y/o antibacteriana a partir de
extractos crudos de hoja de “mito”, sin ahondar de forma cuantitativa en los compuestos que
producen dicha capacidad. Es: Cuantitativa, debido a que proporcionara datos que se analizaran
estadisticamente para cuantificar el problema y obtener informaciones concluyentes con el
proposito de la investigacion y Cualitativa, debido a que se evaluard la presencia algunos

grupos de fenoles en los extractos.

Ademads, es una investigacion Experimental, debida a que se trabaja con tres extractos
de hoja de mito, cuantificando su capacidad antioxidante y/o antibacteriana, en condiciones
cientificamente aceptable. También es Hipotético - Deductiva, debido a que, a partir de los
resultados de los extractos brutos de la hoja de “mito”, podremos deducir la capacidad
antioxidante y/o antibacteriana que este tiene y segtn el periodo temporal es Transversal,
debido a que se evaluard la capacidad antioxidante y/o antibacteriana de los extractos de la hoja

de mito durante un periodo de tiempo determinado.

3.2. Ambito temporal y espacial

El presente trabajo tuvo como ubicacion la Universidad Nacional Federico Villarreal
(UNFV), Facultad de Ciencias Naturales y Matemdtica (FCCNM) / Laboratorio de

Investigacion de Bioquimica y Biologia Molecular (SL10LA105).
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Este trabajo se inici6 en enero del 2020, y por problemas de COVID-19, se ha extendido

hasta marzo del 2022, durante el cual se realiz6 el trabajo experimental y redaccion.

3.3. Variables

3.3.1. Variables dependientes

- Concentraciéon minima inhibitoria
- Concentracién de polifenoles totales presentes en los diferentes extractos de

Vasconcellea candicans (acuoso, etandlico y metanolico)

3.3.2. Variables independientes

- Concentraciones de los diferentes extractos de Vasconcellea candicans (acuoso,
etandlico y metandlico)

- Concentraciones de Metabisulfito de potasio (MBK)

3.4. Poblacion y muestra

La poblacién fue de 164,2 gramos de pulverizado de hoja seca (108 hojas de mito), de
las Lomas Piedra de Batan, del Distrito de Santo Domingo de Olleros, Provincia de Huarochiri,

Departamento de Lima — Peru.

La muestra fue dos gramos de pulverizado de hoja para cada agente extractor (agua,

metanol y etanol).

3.5. Instrumentos

3.5.1. Dispositivos

3.5.1.1. Espectrofotometro (Shimadzu/ UV-1700, 2007). Utilizado para la
recoleccion de datos de proteinas por metodologia de Bradford (1976), método de Folin-

Ciocalteau, medicion de turbidez para curvas de crecimiento en bacterias y levaduras.
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3.5.1.2. Balanza Analitica (Adam/RS232, 0 g a 120 g + 0.0001 g AE4382559, 2011).

Permite la recoleccién de datos de peso de hojas secas y extractos secos.

3.5.1.3. Termohigrometro (BOECO-Htc2, -50 °C ~ + 70 °C £ 0.1, 10% ~ 99% RH
+ 5). Utilizado para la recoleccion de datos de temperatura ambiental y humedad en la

conservacion de los extractos.

3.5.1.4. Microscopio Binocular (Olympus CH30, 1996). Permite la recoleccién de

datos en conteo de microrganismos, con ayuda de cimara de New-Bauer.

3.5.2. Programas

Image J (NIH/1.8.0 (172), permite la recoleccion de datos de espectro porcentual de

los enfrentamientos de los microrganismos con los extractos y metabisulfito de potasio.

3.5.3. Muestra biologica

Acetobacter sp. Proveniente de Mycoderma aceti (Madre de vinagre), y

Saccharomyces cerevisiae (SIGMA PDM).

3.6. Procedimiento

3.6.1. Preparacion y almacenamiento de extracto crudo de hojas frescas de mito

Se hicieron dimensiones métricas y se peso a cada una de las hojas frescas de mito, para
luego ser lavadas con el siguiente protocolo: se las sumergié en hipoclorito de sodio al 1.5%
(v/v con agua corriente estéril) por diez minutos, se enjuagaron dos veces en agua corriente
estéril y finalmente con agua destilada. Para el secado se retir6 las nervaduras foliares y el resto
se coloco en horno de secado a 40 °C por 48 horas. El proceso de pulverizacién de las hojas
secas se realizé con la ayuda del Blender y luego el molinillo (marca Bosch), para obtener de

mayor a menor tamafio de particulas.
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La maceracion del pulverizado de hojas se realizé por triplicado en tres Erlenmeyer
(taponados con torundas de algodon, papel aluminio y parafilm) con 50 ml de cada solvente
(metanol, etanol y agua) que portaban 2 gramos de pulverizado de hojas contenidos en un
capuchon de papel filtro previamente armado. El extractante acuoso se coloco en frio (4.5 £1.4
°C/64.2 +2.9% de humedad) y los extractantes alcoholicos a temperatura ambiente (26.1 +
1.5 °C/65.3 + 2.4% de humedad) por 72 horas. Pasado el tiempo mencionado se los alicuota
en viales (1.5 ml/ vial) con tapa rosca y dentro de una caja para viales se los puso en

refrigeracion (4.5 £1.4 °C/ 64.2 + 2.9% de humedad), hasta su uso (ver Anexo B).

3.6.2. Determinacion de proteinas de extracto crudo de hoja de mito

Para la determinacién de proteinas se utiliz6 la metodologia de Bradford (Bradford,
1976) para los tres extractos, ambas tuvieron una curva de calibracion basada en Albumina
bovina (BSA-A7906-106 SIGMA) que fueron leida en Espectrofotometro a 540 nm y 595 nm,
respectivamente. Dichas curvas sirvieron para extrapolar la concentracién de proteinas que

poseian los extractos de hoja de mito.

3.6.3. Presencia de compuestos fenolicos

Para la detecciéon de compuestos fendlicos se tomé las metodologias de Shivata
(Shinoda / ensayo de cloruro de hierro), ensayo de cloruro de magnesio para presencia de
flavonoides o chalconas, ensayo con gelatina para la deteccion de taninos, prueba de espuma
para saponinas, ensayo de etanol e hidréxido de sodio para quinonas, ensayo con reactivo de
Hager para alcaloides, ensayo de Colina para fenolatos, betacianinas, antocianinas y ensayo de
acido sulfirico para carotenos; cada una de estas pruebas se realizé por duplicado para mermar

el error.

3.6.3.1. Ensayo de cloruro de hierro. Se afiadi6 2 gotas de cloruro férrico a 0.5 ml de

muestra. La aparicién de un color verde negruzco indica la presencia de compuestos fendlicos.
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3.6.3.2. Ensayo con gelatina. A 1 ml de muestra se le afiadi6 5 gotas de gelatina vegetal
al 1% (polimeros proteicos), esperando que al corto tiempo o casi inmediatamente se precipiten

y formen conglomerados, lo que indicaria positivo para taninos.

3.6.3.3. Prueba de la espuma. A 0.1 gramos de muestra se le afiadi6 10 ml de agua
destilada y se la mantuvo en bafio Maria por 1 minuto, posteriormente se agité vigorosamente;
la presencia de saponinas, debe observarse como una columna de espuma que perdure, y mida

por lo menos 3 cm.

3.6.3.4. Ensayo de etanol e hidréxido de sodio. De 10 microlitros de muestra se coloca
200 microlitros de etanol y 400 microlitros de NaOH al 5%; la coloracién amarilla, demuestra

presencia de quinonas.

3.6.3.5. Ensayo con reactivo de Hager. A 0.5 ml de muestra se le coloc6 0.7 ml de
acido clorhidrico al 1%, se le calent6 levemente a 50 °C por unos leves segundos, para ponerle
3 gotas del reactivo Hager; se debe formar un precipitado color amarillo o naranja para

demostrar presencia de alcaloides.

3.6.3.6. Ensayo de acido sulfirico. A 1 ml de muestra se le adicioné6 1 ml de
cloroformo, posteriormente se adiciond el dcido sulftirico concentrado por gotas hasta
completar 3 ml. El compuesto debe virar a un color marrén azulado, esto indica la presencia

de carotenoides, los resultados pueden variar dependiendo de la concentracion de éstos.

3.6.3.7. Ensayo de cloruro de magnesio. A 1 ml de muestra se afiadié 1 mililitro de
cloruro de magnesio al 10%, se observa que la solucién adquiere una débil coloracién naranja
al principio, conforme va reaccionando la coloracion naranja se va intensificando, lo que indica

la presencia de flavonoides, en caso disiparse el color se tratarfa de chalconas.

3.6.3.8. Ensayo de colina. A continuacién, se detallan la adicién de dlcali y la

reacidificacion correspondiente.
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A. Adicion de dlcali: NaOH 20%. A 1 ml de muestra se le afiadi6 5 gotas de hidréxido
de sodio al 20%, la decoloracion lenta de violeta, azul, verde y amarillo indica fenolatos

alcalinos. Una decoloracion rdpida a amarillo es para el caso de betacianina.

B. Reacidificacion HCI IN. A la solucién anterior se le afiadié 1 ml de dcido clorhidrico

1.0 N. La regeneracion del color rojo o anaranjado oscuro indica la presencia de antocianinas.

3.6.4. Cuantificacion de polifenoles totales

La cuantificacion de polifenoles totales se realizé con el reactivo de Folin-Ciocalteau
(la curva de calibracion fue a partir de 4dcido gélico cuya lectura se tomé a 760 nm en
espectrofotémetro). Se recomienda hacer lecturas con muestras a concentraciones cercanas de
los 400 mg/1, para lo cual se decidi6 extraer una alicuota de 1 ml filtrada con trompitos IsoLab
de 45um, en una placa Petri previamente pesada y colocarla en estufa a 40 °C hasta su secado,
se tomd su peso y se calculd su concentracion a partir de €l, de esta manera se calculé las
diluciones necesarias para realizar la medicién y extrapolaciéon de la concentracién de

polifenoles totales de cada una de las muestras.

3.6.5. Tolerancia microbiana a los extractos

Para evaluar la tolerancia antibacteriana se utilizé Acefobacter sp. como microrganismo
de ensayo y Saccharomyces cerevisiae como microrganismo de contraste (dos organismos muy
usados en la industria de alimentos). Los margenes de tolerancia microbiana se establecieron a
partir de las concentraciones de extractos hallada previamente y tomando en cuenta la
tolerancia maxima que se sugiere de metabisulfito de potasio para el organismo Saccharomyces
sp. como punto de referencia. También fue necesario desarrollar una curva de crecimiento para
cada organismo debido a que la evaluacion de tolerancia fue medida desde el punto medio de

la zona logaritmica de la curva de crecimiento.
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3.6.5.1. Aislamiento de microrganismos. A continuacién, se detallan los

procedimientos correspondientes para los dos microorganismos usados en la investigacion.

A. Saccharomyces cerevisiae. Se tomé un grano de Saccharomices cerevisiae (SIGMA
PDM) diluyéndolo en un mililitro de TSB al 3% dentro de un tubo de ensayo e incubandolo
por 1 hora a 25 °C para su activacion, luego fue sembrado en Agar Sabouraud e incubado a
temperatura ambiente (26.1 = 0.5 °C) por 72 horas. Después se observo el crecimiento de
colonias vigorosas y se escogieron dos colonias grandes, estas fueron diluidas cada una en 25
ml de TSB al 3% dentro de un Erlenmeyer y se pusieron en agitacion a 130 rpm dentro de un
agitador orbital por 18 horas, posteriormente fueron usadas como madre, la cual se guardé en
frascos Ependorfs tapa rosca de 1.5 ml dentro de una crio-caja para realizar la curva de

crecimiento y las pruebas de tolerancia de los extractos de hoja de mito.

B. Acetobacter sp. Para la obtencion de Acetobacter sp. se utilizé el biofilm Mycoderma
aceti (madre de vinagre), el cual estd organizado por levaduras variadas y diferentes bacterias
acéticas, donde Acetobacter sp. se encuentra en mayor proporcion. Para su aislamiento fue
necesario triturar una pequefia porciéon de Mycoderma aceti e incubarla a temperatura ambiente
por 12 horas en 2 ml de TSB; pasado el tiempo se hizo una siembra en TSA y se incubé a
temperatura ambiente por 24 horas donde se observé la presencia de algunas levaduras y de 2
colonias de bacterias aparentemente distintas a las cuales se las decidi6 llamar L (lisas) y R
(rugosas) por sus caracteristicas morfoldgicas. Cada tipo de bacteria fue aislada en TSA y luego
de 24 horas de incubacidn, se siguid el protocolo de identificacién para Acetobacter sp.
planteado por Gonzales et al. (2019) el cual consta en cumplir con ser bacterias del tipo
cocobacilos (bacilos cortos) Gram, distribuidos en diada o en cadena, resistente a un medio
selectivo formulado por los autores anteriormente mencionados, catalasa positiva,

fermentacion de glucosa positivo y motilidad positiva.
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Una vez identificado al organismo Acetobacter sp. se procedié a hacer una resiembra
de esta, para luego extraer 2 colonias vigorosas y utilizarlas como madre, siendo procesadas de

la misma manera que Saccharomyces cerevisiae.

3.6.5.2. Curva de crecimiento. Para dar inicio a la curva de crecimiento de los
organismos planteados fue necesario fijar un punto de inicio cuantificable, por lo que se
hicieron 3 diluciones consecutivas de 102%; 10~* y10~° para cada organismo, seleccionando
la dilucién con menor cantidad de organismos facilmente contables en cimara de New-Bauer.
Se identificé la dilucién 107, como la éptima para el inicio de la curva de crecimiento, se
tomo la muestra madre de cada microrganismo y se procedi6 a hacer la respectiva dilucién con
TSB hasta llegar a la fraccion previamente determinada, alicuotdndose en 18 tubos tapa rosca
estériles a razén de 2 ml por tubo para Acetobacter sp. y 20 tubos para Saccharomyces
cerevisiae, los cuales fueron incubados a temperatura ambiente en oscilador orbital a 130 rpm;
las medidas para desarrollar la curva de crecimiento fueron realizadas con espectrofotémetro a
625 nm y el conteo de organismos se realizo en la cimara de New-Bauer, la recoleccion de
datos fue en intervalos de 40 minutos en el caso de Acetobacter sp. y de 1 hora en el caso de

Saccharomyces cerevisiae.

3.6.5.3. Tolerancia microbiana. Conociendo la concentracion de los extractos de hoja
de mito y la concentracién maxima recomendada de metabisulfito de potasio (MBK) que es de
300ug/ml, se utiliz6 para todos los extractos las siguientes diluciones: 300, 200, 100, 50, 30, 3,

0.75,0.46 y 0.11 pg/ml.

Para realizar el enfrentamiento de extractos o MBK vs microrganismos, fue necesario

usar el siguiente diagrama de diluciones mostrado en la tabla 1.
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Tabla 1

Diagrama de dilucion para el enfrentamiento de Extractos vs Microrganismos

Diluciones Volumen usado (ml)
Principal

Medio / Bacterias 0.5 + 0.03 MF 0.5

Muestra a evaluar 0.5
Secundaria

TSB 0.45

Muestra (Extracto/MBK) 0.05

Nota. Los extractos agregados presentan las concentraciones necesarias para poder obtener

como concentracion total las planteadas con anterioridad.

Todas las diluciones se depositaron en frascos Eppendorf tapa rosca y se realizaron por
triplicado para ambos microrganismos, los cuales fueron enfrentados con los extractos cuando
estaban en el punto medio de sus respectivas curvas de crecimiento. Para la lectura de los
resultados, las muestras se dejaron incubando a temperatura ambiente sin agitacion por 2.5
horas para luego ser leidas en el espectrofotometro a 625 nm, para cuantificar en la cimara de
New-Bauer y por método colorimétrico con adicion de Rojo de Fenol. Adicional a ello se
sembré en TSB para Acetobacter sp. y en Sabouroud para Saccharomyces cerevisiae por medio
de hisopado una muestra de las diluciones 300, 30 y 0.11 pg/ml para observar crecimiento o

ausencia de estos organismos.

3.7. Analisis de datos

El procesamiento descriptivo de datos se visualizard mediante los estadisticos
descriptivos como parametros de la distribucion de datos (X, S, S2, Me, etc.). Para el andlisis

inferencial se empleard un Anélisis de Varianza (Anova - One Way) para saber si hay variacién
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entre tratamientos y, en caso se obtenga un contraste significativo, se usard un post-hoc de

Games-Howell para comparaciones multiples y encontrar los mejores grupos de tratamiento.

3.8. Consideraciones éticas

Las hojas colectadas de Vasconcellea candicans, fueron de forma manual y sin depredar
la planta. La certificacion de la especie fue realizada por la Mg. Maria Isabel La Torre Acuy,

jefa del herbario UNFV (ver Anexo C).
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Iv. RESULTADOS

4.1. Preparacion y almacenamiento de extracto crudo de hojas frescas de mito

Con el propésito de documentar los parametros de la hoja de mito que fue procesada se
tomaron medidas longitudinales a las muestras y medida metroldgica a el producto final (el
pulverizado de hoja); las siguientes medidas se expresan en la tabla 2.

Tabla 2

Tamario promedio de las hojas de Mito utilizadas y peso total de la masa fresca y seca

Hoja de mito

Parametros Hoja fresca Hoja seca
Largo (cm) 16.9722 +2.1755 -
Ancho (cm) 16.9722 +2.1755 ,
Peso total (g) 386.4387 164.1918

4.2. Determinacion de proteinas

Se evalué la concentracién de proteinas en las hojas deshidratadas-pulverizadas, para
posteriormente relacionarlas con los resultados de tolerancia bacteriana, lo cual se pudo

estandarizar mediante las curvas de calibracién de Bradford (tabla 3 y figural).

Tabla 3

Concentracion de proteinas de los extractos de hoja de mito desecada y pulverizada

Tipo de extracto Concentracion de proteinas (pg/pl)
E-AC 13.5689
E-ET 7.2914
E-ME 17.5839

Nota. Extracto (E); acuoso (AC); etandlico (ET); metandlico (ME).
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Figura 1
Curvas de calibracion de albumina sérica bovina obtenida mediante la metodologia de

Bradford (1976)
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4.3. Presencia de compuestos fenélicos

Se evalud la presencia de compuestos fendlicos como evidencia de la capacidad
antioxidante que poseen los diferentes extractos de la hoja de Mito, para ellos se expone en la
tabla 4 las diferentes familias de compuestos fenélicos encontradas en cada uno de los extractos

realizados.

Tabla 4

Valoracion cualitativa de compuestos fendlicos en los diferentes extractos de hoja de mito

Tipo de Compuestos fenélicos

Extracto  Chalconas Taninos Quinonas Carotenoides Betacianinas Saponinas Alcaloides

E-AC X X X
XE - ET X X
E -ME X X X X

Nota. Extracto (E); acuoso (AC); etandlico (ET); metandlico (ME). X = Presencia.



28

4.4. Cuantificacion de polifenoles totales

A continuacion, en la figura 2 y tabla 5, se muestran los resultados obtenidos a partir
de la metodologia de Folin-Cicalteau (Vernon et al., 1974), para determinar la concentracion
de polifenoles totales, con el objetivo de reforzar los resultados de la tabla 4; las cuales

evidencian la capacidad que tienen los extractos para actuar como antioxidantes.

Figura 2

Curva de calibracion para polifenoles totales a base de Acido Gdlico
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Tabla 5

Concentracion de fenoles totales (FT) en escala de dcido gdlico

Concentracion de fenoles totales (FT)

Muestras

Extracto crudo (pg/ml) Materia seca (mg/g)
E-AC 162.458 36.345
XE-ET 513.343 23.613
E-ME 294.691 5.009

Nota. Extracto (E); acuoso (AC); etandlico (ET); metandlico (ME).
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4.5. Curva de crecimiento y tolerancia microbiana frente a los extractos

Para la realizacion del ensayo de tolerancia microbiana ante los diferentes extractos de
la hoja de mito, fue necesario la realizacion de las curvas de crecimiento de cada microrganismo
(figura 3 y 4), enfatizando su fase logaritmica como punto de partida para el enfrentamiento

con las diferentes concentraciones de cada extracto de hoja de mito (tablas 6 y 7).

Los resultados de la tolerancia microbiana son dependientes a tres pardmetros de
cuantificacion: absorbancia por espectrofotometria, cuantificacion de organismos por mililitro
a través de camara de Neubauer y Unidades Colorimétricas usando la cuantificacién del rojo

de fenol a través del programa Image J.



Figura 3

Curva de crecimiento y fase logaritmica de Acetobacter sp
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Nota. Grafico A (curva de crecimiento hallada por turbidimetria en espectrofotémetro a 625

nm), Grafico B (curva de crecimiento hallada por conteo en cdmara de Neubauer).



Figura 4

Curva de crecimiento y fase logaritmica de Saccharomyces cerevisiae
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Nota. Gréfico A (curva de crecimiento hallada por turbidimetria en espectrofotometro a

625nm), Grafico B (curva de crecimiento hallada por conteo en cimara de Neubauer).
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Tabla 6
Resultados porcentuales homogeneizados de tolerancia de Acetobacter sp. y Saccharomyces

cerevisiae frente a las diferentes concentraciones de los extractos

Acetobacter Saccharomyces

CON AC ET ME MB AC ET ME MB
300 0.953 0.952 0.584 0.659 0.679 1.569 0.842 0.766
200 1.044 0.915 0.780 0.785 0.746 1.274 0.857 0.779
100 1.087 0.898 0.863 0.835 0.804 0.999 0.892 0.786
50 1.057 0.874 0.892 0.866 0.660 0.800 0.812 0.680
30 1.039 0.866 0.920 0.814 0.685 0.896 0.786 0.787

3 1.043 0.940 0.932 0.745 0.636 0.940 0.951 0.684
0.75 0.994 0.903 0.900 0.812 0.701 0.713 0.880 0.981
0.45761 1.009 0.815 0.800 0.922 0.789 0.675 0.884 1.020
0.11440 0.897 0.845 0.964 0.955 0.696 0.655 0.855 0.908
0 0.974 0.993 0.993 0.991 0.956 0.961 0.996 0.983

Nota. Extracto acuoso (AC); etandlico (ET); metandlico (ME); metabisulfito de potasio (MB);

concentracion de los extractos (CON).

Los resultados se presentan de manera porcentual (figuras 5, 6, 7 y 8), los tres
pardmetros (absorbancia por espectrofotometria, cuantificaciéon de organismos por mililitro a
través de cdmara de Neubauer y Unidades colorimétricas usando la cuantificacién del rojo de
fenol a través del programa Image J, fueron acoplados a través de una media porcentual total
homogeneizada (se utiliz6 una escala individual para ambos organismos, representada por los

diferentes extractos).
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Figura 5
Grafica general e individual del enfrentamiento de Saccharomyces cerevisiae vs Acetobacter

sp. ante la tolerancia de los extractos de hoja de mito
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Nota. Grafico A (tolerancia microbiana ante los extractos experimentales de hoja de mito,
resultados porcentuales); Grafico B (tolerancia de Acetobacter sp. vs. Saccharomyces
cerevisiae al extracto acuoso de la hoja de mito; Gréfico C (tolerancia de Acetobacter sp. vs.

Saccharomyces cerevisiae al extracto etandlico de la hoja de mito); Grafico D (tolerancia de
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Acetobacter sp. vs. Saccharomyces cerevisiae al extracto metandlico de la hoja de mito;

Gréfico E (tolerancia de Acetobacter sp. vs. Saccharomyces cerevisiae al metabisulfito de

potasio).

Figura 6

Prueba de normalidad de los resultados homogeneizado de tolerancia de Acetobacter sp. y

Saccharomyces cerevisiae ante los extractos de hoja de mito
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Nota. AC, ET, ME y MB hacen referencia a los diferentes extractos, a los que se enfrenta
Acetobacter sp. AC_1, ET_1, ME_1 y MB_1 hacen referencia a los diferentes extractos, a los

que se enfrenta Saccharomyces cerevisiae. Los datos presentan distribucion normal.
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Figura 7

Prueba de homogeneidad de varianzas de los resultados homogeneizado de tolerancia de

Acetobacter sp. y Saccharomyces cerevisiae ante los extractos de hoja de mito
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Nota. Existe diferencia estadistica significativa para cada tratamiento (extractos de hoja de

mito) y cada organismo con el que fueron enfrentados.
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Figura 8
Prueba de igualdad de tendencia central de los resultados homogeneizado de tolerancia de

Acetobacter sp. y Saccharomyces cerevisiae ante los extractos de hoja de mito

Grafica de intervalos de AC; ET; ME; MB Grafica de intervalos de AC_1; ET_1; ME_1; MB_1
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Las desviaciones estandar individuales se utitizaron para calcutar fos infervalos. Las desviaciones estandor individuales se utilizaron pora colcular los intervalos.

Nota. Se requiere de prueba post-hoc, para hallar la mejor tendencia para el tratamiento.

Tabla 7
Prueba post Hoc (Games-Howell) para los resultados homogeneizados de tolerancia de

Acetobacter sp. y Saccharomyces cerevisiae ante los extractos de hoja de mito

Acetobacter sp. Saccharomyces cerevisiae
Factor ] ., . . s
N Media Agrupacion N Media Agrupacion
AC 10 1.0097 A 10 0.948 A
ET 10 0.9003 B 10 0.8756 A
ME 10 0.8627 B 10 0.8373 A
MB 10 0.8385 B 10 0.7353 A

Nota. La tetra “A” de agrupacion representa la categoria superior del tratamiento, en este caso

representa un mayor porcentaje de tolerancia del organismo ante los extractos, lo contrario

representa la letra “B”.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

La concentracion de compuestos fendlicos totales de Vasconcellea candicans del
extracto metanolico obtenido por maceracion fue de 212.9 mg en escala de acido galico por
cada 100 g de peso fresco de hoja de mito (adaptando nuestros resultados a materia himeda,
ya que los nuestros eran de materia seca); mientras que, Uribe et al. (2015) utilizando el extracto
metandlico de la papaya chilena (Vaconcellea pubescens) obtenido por extraccion de
ultrasonido de alta presion hidrostatica fue de 129.1 mg en escala de 4cido gélico por cada 100
g de peso fresco del fruto de papaya. Sin embargo, Simirgiotis et al. (2009) en su extracto
metandlico encontraron 2 310 mg en escala de dcido gélico por cada 100 g de peso fresco del
fruto de papaya chilena, utilizando el procesamiento de la muestra por liofilizacién (método
que permite retener mayor cantidad de metabolitos y caracteristicas de un analito). Lo cual nos
indica que extraer con metanol, pero con tres métodos diferentes las concentraciones van a

variar, aparentemente siendo mds eficiente usar el método por liofilizacion.

Como observamos diferentes autores han obtenido concentraciones superiores a la de
la presente investigacion, sin embargo, nuestros resultados demostraron que los antioxidantes
extraidos con los extractos etandlico y acuosos poseian mayor extraccion de compuestos
fendlicos totales por gramo de materia seca lo que favorece que sea posible utilizarlo en los
alimentos con seguridad; ademads, Sochor et al. (2010) afirman que existe una fuerte relaciéon
entre el contenido fendlico total y la capacidad antioxidante de un alimento por lo que podemos
afirmar que la presencia de fenoles totales en nuestros extractos de hoja de “mito” confirma su

capacidad antioxidante.

El efecto inhibidor del crecimiento para las bacterias Acetobacter sp. a partir del
enfrentamiento con el extracto etandlico fue positivo en la presente investigacion; sin embargo,

Emeruwa (1982) quien realizé extractos etandlicos de epicarpio, endocarpio, semillas y hojas
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de Carica papaya determinaron tener efectos antibacterianos en todos sus extractos
exceptuando en el extracto de hojas, ademas ellos utilizaron como medio de comparacion
diferentes antibidticos como penicilina y tetraciclina, de las cuales Carica papaya demostrd
tener un efecto superior en el caso de penicilina y equitativo con tetraciclina, al igual que en la
presente investigacion donde se usé como control el metabisulfito de potasio, y a partir del cual
se demostré que el extracto etandlico de hoja de mito presentaba un efecto antibacteriano
equitativo. De manera similar Vega et al. (2020) demostraron que los compuestos bioactivos
de los extractos metandlico y etandlico la fruta de Vasconcellea pubecens posee capacidad
antibacteriana, aunque en ningln caso superior a su control que fue ciprofloxacina, siendo

mayor el extracto etandlico.

La presencia de taninos fue detectada en los extractos etandlico y metandlico, sin
embargo, estuvo ausente en el extracto acuoso, resultados que coinciden con lo mencionado
por Olivas et al. (2015), quienes afirman que el contenido de taninos hidrolizables (extractables
con compuestos polares y ligeramente apolares) es muy limitada dentro de los alimentos y en
especial de los Galotataninos quienes son particularmente polares, por lo que es coherente que
tanto en su investigacion como en la presente investigacion haya ausencia de estos compuestos
fendlicos en los extractos acuosos, por lo que es ampliamente probable que los taninos
hidrolizables que detectamos sean del tipo de elagitaninos; sin embrago, mencionan que la
deteccion de ambos tipos de taninos hidrolizable podria verse incrementada si la extraccion se

produce en frio y con una atmosfera modificada.

La extraccion de los metabolitos secundarios de la hoja de “mito” por medio de
maceracion con tres solventes (metanol, etanol y agua), sirvieron para detectar saponinas,
betacianinas, alcaloides, taninos, quinonas, chalconas y carotenoides; sin embargo, la
maceracion con agua no logré retener a los taninos o la cantidad -necesaria para ser detectada

por el ensayo de cloruro de hierro aplicado. Asi, Min et al. (2019), utilizando la metodologia
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de ultrasonido logro extraer metabolitos como saponinas, terpenoides y flavonoides, de la pepa
de la papaya “Carica papaya” pero en ninguno de sus extractos, taninos, esto debido a que su
metodologia contenia un tamizaje quimico que pudo haber retenido dicho compuesto, al igual
que en nuestra presente investigacion pudo haberse vista limitada por las metodologias

empleadas.

Las concentraciones de polifenoles totales (PFT) encontrada en la presente
investigacion fue dependiente del solvente utilizado, siendo el extracto acuoso el que mayor
cantidad de polifenoles totales pudo retener por gramo de materia seca (36.35 mg PFT /g),
seguido por el extracto etandlico (23.61 mg PFT/g) y finalmente el extracto metandlico (5.01
mg PFT/g), datos que concuerdan con lo obtenido por Min et al (2019) quienes a partir de la
semilla de Carica papaya y utilizando extractantes iguales a los de la presente investigacion,
aunque con diferente metodologia (ultrasonido), coincidieron en que el mejor extractante para
retener polifenoles totales es el acuoso (195 mg PFT/g), seguido del etandlico (148 mg PFT/g)
y finalmente el metandlico (106 mg PFT/g), indicando que la actividad antioxidante es

proporcional a su capacidad de polifenoles totales extraidas.

En la presente investigacion la concentracion de proteinas fue dependiente al solvente
utilizado, siendo el extracto metandlico el que mayor concentracion proteica presento seguido
del acuoso y finalmente el extracto etandlico; sin embargo, no se puede determinar si estas
proteinas son capaces de actuar como antioxidantes, tal cual afirman Gallegos et al. (2013)
quienes mencionan que las proteinas vegetales pueden formar proteinas antioxidantes a partir
de una digestion, ya sea por enzimas exdgenas o endogenas (papaina, pepsina, tripsina) o por

fermentacion microbiana.
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VL CONCLUSIONES

El extracto acuoso de hoja de mito presentd la mayor concentracién de polifenoles totales

por gramo de materia seca, considerdndolo el mejor antioxidante.

El extracto metandlico de hoja de mito posee la mejor capacidad antimicrobiana.

El extracto etandlico de hoja de mito es el mejor bacteriostatico.
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VIL RECOMENDACIONES

A partir de la presente investigaciéon se recomienda poner a prueba los efectos
antimicrobianos y antioxidantes en productos reales durante su proceso de produccion, en
especial bebidas, como vinos o cervezas, ademds de evaluar si tiene consecuencias en las
caracteristicas organolépticas del producto final.

Se recomienda la evaluacion de los extractos analizados en la presente investigacion,
logrando retirar totalmente el solvente, pudiéndose realizar con la metodologia de
liofilizacion.

Debido a que los extractos de la presente investigacion poseen diferentes concentraciones
proteicas y sabiendo que estas también pueden tener capacidades antioxidantes, si son
activadas; se recomienda comprobar su capacidad antioxidante de las proteinas al ser
activadas con enzimas (preferentemente de origen animal “pepsina y tripsina’) para conocer
si estas proteinas pueden poseer capacidades antioxidantes también al ser ingeridas por el

consumidor (beneficiando la salud).
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IX. ANEXOS
Anexo A. Matriz de consistencia
JUSTIFICACION DEL OBJETIVO DE LA 4
PROBLEMA DETECTADO PROYECTO INVESTIGACION HIPOTESIS
Desde un principio la industria | Los aditivos antioxidantes
alimentaria se encontr6 con el | sintéticos, pueden causar Objetivo general: - Ha: Los extractos crudos
problema de la oxidacién de los | reacciones adversas en un - Evaluar la capacidad | de lahojade Mito poseen
alimentos, para la cual dieron solucién | organismo, si éste los consume de antioxidante y | capacidad antioxidante

con el uso de antioxidantes naturales,
pero estos fueron insuficientes para la
amplia gama de alimentos que se
producia. Por lo que, en la actualidad,
el wuso de aditivos sintéticos
antioxidantes cumple son importantes
en la industria alimentaria, debido a
que evita la oxidacién de los alimentos
y con ello su pérdida de color, aromas
y gusto; A pesar de ello recientemente
su uso, se ha puesto en tela de juicio por
parte de los consumidores, debido a sus
efectos en contra de la salud humana.

manera continua en un largo
periodo de tiempo o si este
consumo supera los niveles de
ingesta aceptables (IDA), las
cuales representan una cantidad
admisible de consumo de dichos
aditivos, sin que represente un
“riesgo apreciable en la salud”, a
pesar de ello, estudios realizados
en la ultima década, han
demostrado que existe una
relacion en cuanto al estado de
salud, envejecimiento fisico y el
consumo de antioxidantes
artificiales y naturales, siendo los
antioxidantes naturales los que
demuestran tener efectos positivos
para la salud.

antibacteriana de extractos
crudos: acuoso, etandlico
y metandlico, de la hoja de
Vasconcellea  candicans
(mito) para considerar su
uso en la industria.

y/o antibacteriana que
permitirian su uso en la
industria.

- Ho: Los extractos crudos
de la hoja de Mito no

poseen capacidad
antioxidante y/o
antibacteriana que

permitirian su uso en la
industria.
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«continuacion»

Ademas, de contribuir
eficazmente a la  industria
alimentaria, también lo hacen a la
salud; por lo que actualmente se
trata de remplazar la mayor
cantidad de aditivos artificiales
por mayor cantidad de aditivos
derivados de fuentes naturales,
aprovechando los metabolitos
secundarios que las plantas
producen y que podrian ser
potenciales antioxidantes como
los compuestos poli fendlicos, que
engloban muchos de estos,
ademds de medir su capacidad
antioxidante 'y antibacteriana,
debido a que la oxidacién de los
alimentos puede deberse a la
exposicion prolongada al oxigeno
y metales de especies reactivas o
por efecto de microorganismos
oxidantes.

Objetivos especificos:

- Determinar la capacidad

antioxidante de extractos
crudos (acuoso, etandlico
y metandlico) de la hoja de
Vasconcellea  candicans
(mito) para considerar su
uso en la industria.

- Determinar la capacidad

antibacteriana de extractos
crudos (acuoso, etandlico
y metandlico) de la hoja de
Vasconcellea candicans
(mito) usando Acetobacter
Sp. y un microrganismo de
contraste (Saccharomyces
cerevisiae), para considera
su uso en la industria.
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Anexo B. Procesamiento y maceracion de las hojas de mito

L\

Nota. A: capuchones de papel filtro 5C; B: pulverizador; C: hoja de mito pulverizada; D:
Blender disgregador de hojas secas de mito; E: etanol; F: metanol; G: macerado etandlico de

hoja de mito; H: macerado metandlico de hoja de mito; I: macerado acuoso de hoja de mito.



Anexo C. Certificado de reconocimiento de Vasconcellea candicans A.Gay

A Univers_idad Nacional Facultad de Ciencias
bt Federico Villarreal ., qes y Matemdtica
i

“Afio del Bicentenario del Perti: 200 afios de Independencia” UFVY

HERBARIO UFV

El Agustino, 05 de julio del 2022

Mg.

Gutierrez Roman Ana Isabel Flor
Investigadora UNFV

Presente. —

Estimada, segun las fotografias enviadas por su persona el 03.07.21, las imdgenes
muestran hojas grandes, poco lobadas, con el haz verde oscuro y el envés revestido de un
tomento blanco. Frutos verdes rugosos con 4 a 5 ranuras prominentes'23. Por lo que las
caracteristicas morfoldgicas de las hojas y el fruto corresponden a la siguiente especie:

Nombre comun Nombre cientifico Familia
Mlta(;’d?szf ve Vasconcellea candicans A. Gay Caricaceae

Referentes de consulta.

! http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2700865
Zhttps://doi.org/10.1371/journal.pone.0242469
3https://www.tropicos.org/name/6100034

Esperamos pueda depositar su material en nuestras instalaciones, sin otro particular se
adjunta la firma de la jefa del Herbario UFV.

Atentamente,

Mg. MARIA ISABEL LA TORRE ACUY
JEFA DEL HERBARIO UFV
LABORATORIOS DE BOTANICA FCCNM
SL10LA97-SL10LA104

Jiron Rio Chepén S/N - El Agustino Telefax: 362-3388 — Central 748-0888 [anexo 8376



