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RESUMEN

En el presente estudio se investigd la capacidad antioxidante total, el contenido de
compuestos fendlicos totales, la actividad antimicrobiana sobre levadura (Saccharomyces
cerevisiae) y la composicion fendlica de arandano (Vaccinium floribundum Kunth),
zarzamora (Rubus roseus Poir), saluco (Sambucus peruviana Kunth) y aguaymanto
(Physalis peruviana L), cultivadas en la region Amazonas, analizados en bagazo y pulpa.
Los extractos de bagazo y pulpa de berries analizados para determinar la actividad
antioxidante con el método DPPH, sus valores oscilaron entre 11,70 % a 72,26 % de
porcentaje de inhibicion. Los valores del contenido de compuestos fendlicos totales
oscilaron entre 2,79 a 33,35 mg GAE / 100 g PF. Se evalu6 la actividad antimicrobiana
por el método concentracion inhibitoria minima (CIM), obteniendo como resultado que
todos los berries logren la inhibicion en 256 pg / mL sobre levadura (Saccharomyces
cerevisiae), y estos berries a una concentracion de 100 % (66,7 mg/mL) logran un valor
de inhibicion entre 1,50 — 2,38 mm. Cada berrie se analiz para detectar acidos fenolicos
y flavonoides utilizando el método de HPLC-DAD. Los &cidos fendlicos variaron de
20,74 y 1276,55 mg/ g PF y los flavonoides variaron de 135,66 y 1128,51 mg / g PF.
Estos berries demuestran la importancia, en cuanto a su contenido de antioxidantes,
compuestos fendlicos, actividad antimicrobiana y lo que proporciona su ingesta en
bagazo y pulpa en nuestra dieta.

Palabras claves: Berries, Antioxidantes, Fenoles, Saccharomyces cerevisiae, Flavonoides
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ABSTRACT

In the present study, the total antioxidant capacity, the content of total phenolic
compounds, the antimicrobial activity in yeasts and the phenolic composition of bilberry,
blackberry, elderberry and aguaymanto, cultivated in the Amazon region, analyzed in
bagasse and pulp were investigated.

The extracts of bagasse and berry pulp analyzed for antioxidant activity with the DPPH
method, their values ranged from 11.70% to 72.26% percent inhibition. The values of the
content of total phenolic compounds ranged from 2.79 to 33.35 mg GAE / 100 g FW.
Antimicrobial activity was evaluated by the minimum inhibitory concentration (MIC)
method, obtaining as a result that all berries achieve inhibition at 256 pg / mL on yeast
(Saccharomyces cerevisiae), and these berries at a concentration of 100% (66.7 mg / mL)
achieve an inhibition value between 1.50 - 2.38 mm. Each berrie was analyzed for
phenolic and flavonoid acids using the HPLC-DAD method. Phenolic acids ranged from
20.74 t0 1276.55 mg / g FW and flavonoids ranged from 135.66 to 1128.51 mg / g FW.
These berries demonstrate the importance, in terms of their content of antioxidants,
phenolic compounds, antimicrobial activity and what their intake of bagasse and pulp

provides in our diet.

Keywords: Berries, Antioxidants, Phenols, Saccharomyces cerevisiae, Flavonoids
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I. INTRODUCCION

En general los berries brindan importantes beneficios para la salud debido a su alto
contenido de compuestos bioactivos como antioxidantes, polifenoles, vitaminas,
minerales y fibras (Zhao, 2007; Ah-Hen etal., 2018), que se utilizan para la
elaboracion de alimentos funcionales (Manganaris et al., 2014). El contenido de
polifenoles comprende una amplia variedad de compuestos, divididos en diversas
clases, como acidos hidroxibenzoicos, antocianinas, proantocianidinas, flavonoles,
flavones, estilbenos, lignanos (Boivin et al., 2007) y carotenoides como luteina, -
caroteno (Manganaris et al., 2014 ; Etzbach et al., 2019). Aquellos que muestran
propiedades antioxidantes ostentan efectos antiinflamatorios (Kraujalyté et al., 2015)
satisfactorios para contribuir a la salud de los humanos. Estos antioxidantes poseen
la capacidad de prevenir la oxidacion durante el almacenamiento y aumentar la vida
atil de alimentos (Kumar et al., 2015).

Se han identificado que los frutos de mora, contienen alto contenido en
antioxidantes, polifenoles, particularmente antocianinas, que desempefian un papel
importante en la mejora del mecanismo de defensa in vitro e in vivo (Chen et al.,
2016; Kaume et al., 2012). Estos principales pigmentos determinan el color, asi
como muchos de los efectos beneficiosos atribuidos a esta fruta (Cesa et al., 2017).
Antocianinas reportadas en este berrie son cianidin-3-glucoésido, cianidin-3-
rutindsido, cianidina-3-malonilglucésido y cianidina-3-dioxaliliglucésido (Fan-
Chiang & Wrolstad, 2006), mondémeros fendlicos distintos de la antocianina
identificados son acido elagico, catequina, epicatequina, rutina (quercetina-3-
rutinésido), vitamina C, quercetina (Jakobek et al., 2009 ; Tirkben et al., 2010 ; de
Souza etal., 2014 ; Mikulic-Petkovsek etal., 2017). El arandano es rico en
fitoquimicos como antioxidantes, vitamina C, polifenoles y flavonoides, contiene
antocianinas, b-caroteno, luteina y zeaxantina (Faria et al., 2005;Mikkonen et al.,
2001), contiene propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antidiabéticas,
previene la pérdida de peso, degeneracion macular, ayuda a prevenir la enfermedad
de Alzheimer (Yi et al., 2005). El sauco contiene alto contenido de antioxidantes,
flavonoles,  antocianinas,  quercetina-3-glucdsido,  quercetina-3-rutinosida,
quercetina-3-xilosilglucurinida (Mé&étta et al., 2003; Vvedenskaya et al., 2004). El
aguaymanto contiene un nivel elevado de vitamina C, mas que la mayoria de los

berries, su principal compuesto fenolico es la quercetina, mircetina y kaempferol
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(Hakkinen et al., 1999) y fenoles tales como &cido ferdlico, acido cafeico, acido p —
cumarico, acido galico, rutina, luteina, -caroteno (Olivares-Tenorio et al., 2016).
El uso de estas fuentes naturales como antioxidantes son una alternativa del uso de
antioxidantes sintéticos, por ello se ha demostrado interés con diversos extractos de
berries (Skrovankova et al., 2015).

Los metabolitos secundarios antimicrobianos son producidos por muchas plantas,
como parte del proceso normal de crecimiento de la planta y como respuesta al ataque
de patogenos (Paunovi¢ etal., 2017). Considerando la extensa cantidad de
compuestos bioactivos presentes en la cascara y semillas de berries, es posible
utilizarlos como agentes antimicrobianos naturales (Santos & de Aquino Santana,
2019; Tekwu etal.,, 2012). Las frutas y las hojas de arandanos (Vaccinium
corymbosum) se han reportado desde hace mucho tiempo como ricas en fenolicos,
compuestos que cuentan con potencial antimicrobiano (Riihinen et al., 2008 ; Silva
etal., 2013 ; Silva et al., 2015).

En Perd hay una gran variedad berries, entre los cuales se tiene aguaymanto
(Physalis peruviana L), zarzamora (Rubus roseus Poir), arandano (Vaccinium
floribundum Kunth) vy salco (Sambucus peruviana Kunth), que son las mas
destacadas. Estos berries han sido encontrados en la region Amazonas e identificados
taxondmicamente en Herbarium Truxillese (HUT) de la Universidad Nacional de
Trujillo. En la actualidad, estos berries son utilizados en la elaboracion de productos
agroindustriales (mermeladas, lacteos y licores), produciendo gran cantidad de
residuos, sin embargo, se cree que estos residuos aun contienen cantidades
significativas de componentes bioactivos los cuales no han sido caracterizados,
existiendo escasa informacion en este tema. En tal sentido el objetivo fue evaluar los
compuestos fendlicos, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana sobre
levadura (Saccharomyces cerevisiae) del bagazo y de la pulpa de cuatro berries

provenientes de la region Amazonas.

17


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite

Il. MATERIAL Y METODOS

2.1.Recoleccién de muestras

Todos los berries analizados en el siguiente estudio fueron obtenidos de la region
Amazonas. Zarzamora (Rubus roseus Poir), satco (Sambucus peruviana Kunth),
aguaymanto (Physalis peruviana L), fueron recolectados de distrito de Maria,
provincia de Luya, ardndano (Vaccinium floribundum Kunth) del distrito de
Molinopampa, provincia de Chachapoyas. Los berries se recolectaron de manera
manual, con estado de madurez fisioldgica, maduro. Luego fueron transportadas
a la planta piloto agroindustrial de la UNTRM — A, donde se clasificaron libre de
dafios mecéanicos Y fisiologicos, se lavaron con agua destilada y se almacenaron

en un congelador a -18°C hasta su analisis.
2.2. Preparacion del extracto de berries

Los extractos de berries fueron obtenidos de acuerdo a estudios previos de (Fu
et al., 2011), con algunas modificaciones. Se pesaron 200 g de frutos de berries,
se homogenizd en un homogenizador eléctrico por 2 min. Se separ6 el bagazo y
la pulpa de cada berrie, se extrajo 1,00 g de bagazo y pulpa de berrie con 9 ml
de agua ultra pura. Se someti¢ a agitacion durante 30 min a temperatura ambiente.
Las muestras de berrie se centrifug6 a 5000 rpm durante 30 min, el sobrenadante
se recogio en recipientes de vidrio ambar para evaluar la actividad antioxidante y

el contenido de compuestos fendlicos.

2.3. Caracterizacioén del extracto de berries

2.3.1. Actividad Antioxidante (Ensayo DPPH)
La actividad antioxidante se determind utilizando el radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo) segun lo descrito por (Brand-Williams etal., 1995 ;
Castafieda et al., 2008) con algunas modificaciones, el mismo que se detalla a
continuacion: Se prepard una solucion metandlica (80%) del radical DPPH
(solucion B) agregando 0,005 g del radical DPPH en 100 mL de dicha solucion
metanolica. A continuacion, se preparoé otra solucion metanolica 80% para las
diluciones de los extractos de berries (solucion C). Posteriormente, se preparo
diluciones de extracto mas solucion metandlica C en las concentraciones de

1:1 (solucién A). Se prepard 3 tubos de ensayo conteniendo 0.1 mL de
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solucion A'y 3,9 mL de solucion B, el control fue 0,1 mL de solucién Cy 3,9
mL de solucion B, el blanco fue 0,1 mL de agua ultra pura y 3,9 de metanol.
Se dejo reaccionar 30 min en la oscuridad a temperatura ambiente y se
procedio a medir la absorbancia de las muestras a 517 nm en un
espectrofotometro  (UNICO, S-2100uv+E, México). EI porcentaje de
inhibicion de radical DPPH se calcul6 a partir de la ecuacion 1, donde Abs,

fue la absorbancia control y Abs; fue la absorbancia de la muestra.

% Inhibicion = % x 100 (1)
0

2.3.2. Determinacion de contenido compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) de los extracto se
determiné segun el procedimiento de Folin— Ciocalteu (Singleton et al., 1999;
Pantelidis et al., 2007) con algunas modificaciones . Se mezclé 0,05 mL de
extracto de pulpay bagazo de berries y 0,45 mL de agua ultra pura, 2,5 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:10, seguido de 2 mL de Na>COz al 7,5%
(p/ V). Después se dejo en una estufa por 5 min a 50°C, se midio la absorbancia
a 760 nm en un espectrofotometro (UNICO, S-2100uv+E, México). Los
resultados se expresaron como mg de equivalente de acido galico (GAE) / 100
g de peso fresco. El contenido de fenoles totales se estimé a partir de una curva
estandar de &cido galico para el cual se prepar6 disoluciones patrén de acido
galico segln (Garcia et al., 2015), se realizé una disolucion de acido galico de
100 mg / L (disolucion concentrada o madre), a partir de esta disolucion se
prepararan 10 mL de disoluciones diluidas de concentraciones crecientes de
acido galico entre 0 y 16 ppm.

2.3.3. Analisis de compuestos fenolicos - HPLC

Los perfiles fenolicos del bagazo y la pulpa de tres berries de arandano,
zarzamora Yy sauco berries se evaluaron segun (Coklar & Akbulut, 2017),
mediante un sistema de HPLC-DAD (Agilent Technologies 1290), antes de
la inyeccion, los extractos se filtraron a través de un filtro de jeringa
de 0,45 um de tamafio de poro. La separacion se logr6é utilizando una
columna ZORBAX de fase reversa C18 (4,6 x 250 mm, tamafrio de particula

5 um). La fase mdvil consistid en acido acético: agua (A) y agua: acetonitrilo:
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2.34.

2.34.1.

acido acético (B). La velocidad de flujo fue de 0,75 mL / min, la temperatura
de la columna de entrada y salida se analiz6 desde 20 °C, 30 °C, 35 °C y 40
°C, identificando que a 40 °C se obtuvo mejores resultados. El gradiente fue
el siguiente: 10 — 14 % B (5min), 14 - 23 % B (11 min ), 23-35% B
(5min), 35—-40% B (14 min), 40-100 % B (3 min), 100 % B isocratico
(3min), 100 -10% B (3 min) y 10 % B isocratico ( 4 min ). El detector
se ajustd a 280 y 320 nm para polifenoles. La identificacion fendlica se
confirmd comparando los tiempos de retencion. La cuantificacion de acidos
fendlicos, flavonoides se realizd mediante el uso de diferentes estandares
internos, soluciones madre de &cidos fendlicos, estandares obtenidos de
MERCK por SIGMA ALDRICH

Concentracion inhibitoria minima (CIM)
Preparacion de los extractos para concentracion inhibitoria minima

Los extractos de berries fueron obtenidos de acuerdo a estudios previos de
(Coklar & Akbulut, 2017), con algunas modificaciones. El bagazo y la pulpa
de los berries se mezclaron con un solvente que consistié en una solucion de
etanol: agua (70:30 v / v). Brevemente se pesé 200 g de fruta fresca, se
homogenizo en un homogenizador eléctrico por 2 min. Se separd el bagazo y
la pulpa de cada berrie, luego se pesé (1 g) de bagazo y pulpa, luego se agreg6
5 mL de solvente. Se centrifugo a 5000 rpm durante 10 min a 4°C (centrifuga
con rotores, MPW, MPW-251, Polonia). Después se retird el sobrenadante, el
residuo se volvié a extraer con la misma cantidad de solvente. Este
procedimiento se repitid tres veces. Todos los sobrenadantes de los extractos
se recogieron en un frasco de vidrio &mbar, se codificaron respectivamente y

se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

2.3.4.2. Diluciones en agar inclinado

Una especie de levadura (Saccharomyces cerevisiae) indicador para la
deteccion de actividad antimicrobiana. La cepa mencionada se obtuvo del
Instituto Nacional de Salud. La determinacion de la actividad antimicrobiana
se realiz6 utilizando el método convencional de series de diluciones con agar
inclinado como nutriente segun lo recomendado por (De M et al., 2003) con

ligeras modificaciones. Se tomo una serie de tubos que contenian 5 mL de
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medio nutritivo estéril, fundido a 45-50°C (medio agar nutritivo). Se afiadi6 a
cada uno de los tubos un volumen medido (mL) de extracto de los berries de
modo que su concentracion final en los tubos con el medio de agar estuviera
comprendida en un margen entre 32 - 512 pg / mL. ElI medio solidificé en
forma de agar inclinado. Entonces, fue inoculada la levadura. Los tubos
control, que fueron desarrollados simultaneamente, contenian 0,05 ml de
alcohol etilico en lugar del extracto de los berries, con objeto de comprobar el
posible efecto inhibidor del crecimiento por parte del disolvente. La minima
concentracion del extracto problema necesario para inhibir el crecimiento
durante 48 h se considerdé como la concentracion minima inhibitoria para los
organismos de prueba. Se consideré como la concentracion inhibitoria minima

(CIM) del componente para ese determinado organismo.

2.3.4.3. Difusioén en discos

Se utiliz6 el método Kirby-Bauer de (Midolo, P etal., 1995) con algunas
modificaciones. Se prepar6 el medio de cultivo agar nutritivo y se esterilizd en
un autoclave a 121° por 15 min, se distribuy6 el medio en placas estériles una
cantidad de 15 ml aproximadamente. Se dejé solidificar y mantenido a
temperatura ambiente para luego realizar la siembra Se sumergio un aplicador
de algodon estéril, dentro de la suspension de la levadura, y se sembro sobre la
superficie del medio de cultivo en tres direcciones, se dejé secar 5 — 20 min,
manteniendo la tapa de la placa cerrada. Luego se colocé cuatro discos de
papel filtro de 6 mm de diametro sobre la superficie del medio, sumergidos en
los extractos a diferentes diluciones de 1ml puro, 100% (concentracion 66,7
mg / mL), 1:1mL 50% (concentracion 33,35 mg / mL), 41 mL 25%
(concentracion 16,68 mg / mL) de agua destilada: extracto de berries, dejando
espacios uniformes entre discos. Todas las placas se incubaron a 37°C por 24
horas. El control fue benzoato de potasio al 0,01 %.Los diametros de los halos
de inhibicion se midieron utilizando calibradores a vernier. Los resultados se
expresaron como valor de inhibicion (V1), se calculd a partir de la ecuacion 2,
donde Di fue diametro de inhibicion y Dd fue didametro del disco (Calvo et al.,
2006).

__ (Di-Dd)

VI . 2
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2.4. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), para determinar la diferencia
estadistica entre las medias de los factores se utilizo la prueba de Fisher al nivel
de p < 0,005 de significancia. Los resultados fueron expresados en medias +

desviacion estandar. Todos los ensayos fueron realizados por cuadriplicado.
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I11. RESULTADOS

3.1. Actividad antioxidante (Ensayo DPPH)

Se realizo el ensayo DPPH donde se empled la ecuacion descrita en el método
para calcular el porcentaje de inhibicion obtenidos de los extractos de arandano ,
zarzamora, sauco y aguaymanto (tabla 1), se obtuvo los mayores valores en el berrie

de ardndano tanto en bagazo y pulpa, con 75,67 %y 72,26 % respectivamente.

Tabla 1. Contenido de compuestos fenolicos totales y actividad antioxidante

del extracto de bagazo y pulpa de berries peruanos

. . o CFT

il A0S 1y 6nE) S5
Bagazo arandano 75,67 £ 2,67° 33,35+1,12°
Bagazo zarzamora 42,74 + 1,69¢ 13,04 + 0,88°
Bagazo salico 47,44 + 2,02¢ 17,08+ 1,17¢
Bagazo aguaymanto 18,21 + 0,27f 2,76 + 0,80°
Pulpa arandano 72,26 + 1,700 24,87 +0,34P
Pulpa zarzamora 46,42 + 3,47 12,91 +0,87¢
Pulpa salico 53,20 + 3,16° 15,24 + 0,62¢
Pulpa aguaymanto 11,70 + 0,229 2,79 + 0,93

Los resultados estan expresados en media + desviacién estandar del andlisis

3.2. Contenido de compuestos fendlicos totales

Se elabor6 una curva de calibracion (anexo 1), para determinar la ecuacion de la
recta (Y = 0,0069 + 0,0213; R?= 0,9986) preparada a partir de la concentracion de
acido galico y expresada en miligramos de acido galico (GAE).

El contenido de compuestos fenolicos totales de los extractos de berries se muestra
en la (tabla 1), donde se observa que el extracto de ardndano bagazo y pulpa fueron
33,35y 24,87 mg GAE / 100 g de MF respectivamente, presentando el mayor
contenido de compuestos fendlicos totales, seguido de salco, zarzamora Yy

aguaymanto.
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3.3. Compuestos fendlicos de extractos de berries

En las muestras de bagazo y pulpa de berries, se analizaron seis compuestos de los
cuales se identificaron cinco compuestos fendlicos, clasificados en los siguientes
grupos: taninos, acidos hidroxicindmicos, flavonoides. El perfil de compuestos
fendlicos de los extractos realizados por HPLC - DAD se muestra en la (tabla 2).
Se realizd la comparacién de los tiempos de retencion, con los estandares puros,
revelando cinco picos como son: acido galico, acido clorogénico, acido p -
coumarico, &cido cafeico, catequina, y un pico no determinado que es la
epicatequina, no todos los compuestos se encuentran en los berries estudiados.
Los compuestos que mas presentaron entre los berries fue &cido clorogénico, acido
p - COUMAarico.

Tabla 2. Compuestos fenolicos individuales de extracto de bagazo y pulpa de berries

peruanos
HPLC cantidades (mg / g PF)
Acido Acido Acido Acido Catequina
Gélico Clorogénico p — coumérico Cafeico (280 nm)
(320 nm) (320 nm) (320 nm) (280 nm)
Bagazo 103,27 + 1276,55 + 77,82 +£1,922 144,46 + 1,792 89,96 + 1,77¢
arandano 1,272 1,862
Bagazo
zarzamora 72,44 +0,22¢ 111,11 £0,12¢ 60,01 + 0,62¢ nd nd
Bagazo
salico nd 509,71 + 1,11°¢ 58,13 £ 0,12¢ 4450 +1,24> 153,33 + 0,802
Pulpa
arandano 95,26 + 1071,90 + 71,12 +£0,31° 67,27 + 1,00¢ 89,46 +0,79¢
1,478° 1,350
Pulpa
zarzamora nd 111,17 + 0,95¢ 60,39 + 0,62¢ nd nd
Pulpa
salco nd 429,50 +1,35¢ 58,94 +0,39% 27,43 + 1,469 129,68 + 1,55°

nd : no determinado
Los resultados estan expresados en media + desviacion estandar del anlisis
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3.4. Actividad antimicrobiana sobre levadura (Saccharomyces cerevisiae)

Los extractos de bagazo y pulpa de los berries evaluados presentaron propiedades
antimicrobianas (tabla 3), por el método dilucién en agar, el cual logran inhibicion
en 256 pg / mL sobre levadura (Saccharomyces cerevisiae) hasta las 48 horas
evaluadas. En el control se logro observar crecimiento de levaduras, indicando que

el alcohol no mostro efecto inhibitorio sobre esta.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de extracto de bagazo y pulpa de berries
peruanos sobre levadura (Saccharomyces cerevisiae).

cc
Material (Mg/mL) 2

4 h
160 +

+

+

h 4

320
640
1280 - -
320
640
1280 - -
2560 - -
320
640
1280 - -
2560 - -
320
640
1280 - -
2560 - -
160
320
640
1280 - -
320
640
1280 - -
2560 - -
320
640
1280 - -
2560 - -
320
640
1280 - -
2560

+ + +| @

Bagazo arandano

+ +
+ +

Bagazo zarzamora

Bagazo sauco

Bagazo aguaymanto

+ + +
+ + +

Pulpa Ardndano

+ +
+ +

Pulpa zarzamora

Pulpa Sauco

Pulpa aguaymanto

(cc): concentracion; (+): no inhibicion; (-): inhibicién
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Se determind actividad antimicrobiana sobre levadura (Saccharomyces cerevisiae)
por el método difusion en discos donde los extractos de bagazo y pulpa de berries
muestran valores de inhibicion en mm (tabla 4) sobre levadura. El control
benzoato de potasio mostro un valor de inhibicidn 1,75 mm. Se logra observar
que a la concentracion 100 % existe mayor valores de inhibicion comparados al
control, seguido de la concentracion 50 %, dandonos a conocer que a mayor

concentracion del extracto mayor es el valor de inhibicion.

Tabla 4. Resultados de la medicion del halo de inhibicion en mm del extracto de
bagazo y pulpa de berries peruanos sobre levadura (Saccharomyces cerevisiae).

Material cc 100% cc 50% cc 25%
Bagazo arandano 2,00+0,00  0,75+0,29¢ 0,00+0,00"
Bagazo zarzamora 2,00 £0,00¢ 138+0,25% 0,50+ 0,002
Bagazo satico 2,25+ 0,29 1,13+0,25°> 0,38 +£0,252
Bagazo aguaymanto 1,63+0,25% 0,625+0,25% 0,00 +0,00°
Pulpa arandano 1,75+0,29%€  0,75+0,29¢ 0,00 +0,00"
Pulpa zarzamora 1,88+0,25%¢ 0,38+0,250¢ 0,00 +0,00"
Pulpa salco 2,38+£0,25° 1,50+£0,00° 0,38 £ 0,252
Pulpa aguaymanto 1,50+0,00¢ 0,625+0,25% 0,00+0,00°
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IV. DISCUSION

4.1. Actividad antioxidante

En este estudio se midid la capacidad antioxidante segin el método DPPH. La
actividad de antioxidante mas alta se determind en bagazo y pulpa de arandano con
75,67 % y 72,26 % respectivamente (tabla 1), seguido de bagazo y pulpa de salco
con 47,44 %y 53,20 %. En el estudio del efecto de los compuestos bioactivos sobre
la actividad antioxidante in vitro e in vivo de diferentes jugos de berries, en arandano
es 8,48 % y jugo de salco 60,87 % (Slatnar et al., 2012), dando a conocer que en
este estudio los valores son superiores. Se estudié las actividades antioxidantes in
vitro en el fruto de arandano coreano en extracto acuoso tuvo 80,07 % (Samad et al.,
2014). Continuando con bagazo y pulpa de zarzamora con 42,74 % y 46,42 %
respectivamente (tabla 1), finalizando con el berrie que presenté menor actividad
antioxidante de todos los berries estudiados bagazo y pulpa de aguaymanto con 18,21
% y 11,70 %. Se estudio las actividades antioxidantes de principales frutas del
Ecuador donde la actividad antioxidante de la zarzamora andina estuvo dentro de los
niveles mas altos con un 43 %, y la del aguaymanto en el nivel bajo con un 86 %
(Vasco et al., 2008). En un andlisis comparativo de semillas silvestres del sur de
Italia, se evalu6 la capacidad antioxidante de residuos de semillas en salco
(Sambucus nigra L.) con 55 % y mora (Rubus ulmifolius Schott) con 95,6 % de la
actividad del radical (Fazio etal., 2013). La fruta de salco contiene una elevada
capacidad antioxidante que oscila entre 82,08 y 89.25% de inhibicion en relacion
con el radical DPPH.

4.2. Contenido de compuestos fendlicos Totales

Los CFT de arandano bagazo y pulpa fueron 33,35+ 1,12y 24,87 + 0,34 mg de GAE
/ gmf, respectivamente (tabla 1), estos resultados muestran que el bagazo de arandano
contiene mayor CFT que la pulpa. En comparacion con los arandanos procedentes de
Brasil, respecto a la parte comestible presentaron 305,38 £5,09 mg GAE / 100 gmf
(de Souza et al., 2014). Indicando que en este estudio los valores son menores, por
otro lado, los arandanos silvestres de Colombia contienen 758,6 + 62,3 mg GAE /
100 gmf (Garzédn et al., 2010), valores superiores comparados con este estudio. Los
CFT de zarzamora bagazo y pulpa fueron 13,04 £ 0,89y 12,91 £ 0,87 mg de GAE /

100 gmf, respectivamente (tabla 1). En un estudio de frutas nativas de Brasil dos
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especies de zarzamoras evaluados en contenido fendlico 816,5 + 63,6 y 718,66 +
59,0 mg GAE / 100 gmf datos parecidos reporta (de Souza et al., 2014), presentando
un mayor contenido de compuestos fendlicos totales que de las demés frutas
estudiadas (Denardin et al., 2015). El contenido de compuestos fendlicos totales de
los extractos obtenidos del bagacillo de mora por PLE, Soxhlet, Etanol y maceracion
entre 736 + 18 ;410 + 71y 366 £5 mg GAE / 100 gmf respectivamente a cada
método (Machado etal., 2015). Evaluaron distintos cultivares de frutas de
zarzamoras Yy arandanos silvestres en la region del Mar Negro de Turquia en
contenido fendlico oscilaron entre 173 — 379 mg GAE / 100 gmf y 77 —
820 mg GAE / 100 gmf respectivamente (Koca & Karadeniz, 2009). Evaluaron el
contenido de fenoles en jugo de zarzamora y arandanos, porque estos compuestos
pueden actuar como fuente nutricional o antinutricional respecto a la bioaccesibilidad
reportando 199 = 11 y 183 £ 10 mg de GAE / gmf (Pereira etal., 2016)
respectivamente.

Los CFT de sauco bagazo y pulpa fueron 17,08 + 1,17 y 15,24 + 0,62 mg de GAE /
100 gmf, respectivamente (tabla 1), los resultados para los fendlicos totales de cuatro
frutas salico europeo (Sambucus nigra) silvestres oscilaron entre 371 — 432 mg
GAE / 100 gmf (Mustafa et al., 2009). Se analizaron el contenido fendlico de catorce
cultivos de salco americano purpura-negro (Sambucus canadensis L.) obtenidas de
varios sitios en el medio oeste de los EE. UU de los cuales variaron entre 289,8 + 4,2
y 500,6 + 6,4 mg de GAE / 100 gmf (Ozgen et al., 2010). Los CFT de aguaymanto
bagazo y pulpa fueron 2,76 £ 0,80 y 2,79 £ 0,93mg de muestra de GAE / 100 gmf,
respectivamente (tabla 1) , valores superiores en el jugo de aguaymanto liofilizado
242,02 + 3,46 mg GAE / 100 gps reportados por (Dag et al., 2017), el jugo de
aguaymanto fue sometido a un tratamiento de presion hidrostatica en el que en el dia
0 fue bajo 116 +0.32 mg GAE /100 gps y luego fue incrementando oscilando entre
120,63 + 0,23 y 186,65 + 5,28 mg GAE / 100 gps (Vega-Galvez et al., 2016).

Se reportd 145,22 mg GAE / gmf (Yildiz etal., 2015) en una caracterizacion

fisicoquimica para el disefio de algunos equipos de cosecha, procesamiento,etc.
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4.3. Compuestos fendlicos - HPLC

Arandano bagazo y pulpa mostro6 todos los compuestos fendlicos detectados a las dos
longitudes de onda trabajadas (tabla 2). El bagazo de zarzamora demostro tener un
compuesto mas que pulpa, dicho compuesto es el acido galico. Comparando la
literatura, en una publicacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidantes de
las moras y arandanos cultivados en Georgia fueron analizados en éacidos fendlicos,
se analizaron 16 cultivares de arandano, mostraron valores que oscilan, &cido galico
(0,0153 a 2,59 mg/qg), acido cafeico (0,024 a 0,062 mg/g),acido p - coumarico (0,024
a 0,16 mg/g), en cuanto a flavonoides presentan catequina (0,099 a 3,88 mg/g) y
epicatequina (0,34 a 1,30 mg / g), etc. Respecto a la mora se analizaron 2 cultivares,
presentan acido galico (0,041 a 0,064 mg / g), acido cafeico (0,014 a 0,036 mg/qg),
acido p — coumarico (0,004 a 0,021 mg / g), catequina (2,66 a 3,13 mg/g) y no
mostraron epicatequina (Sellappan et al., 2002). La publicacion de perfiles fendlicos
de bayas pequefias identifican el principal compuesto en arandano y mora al &cido
p —coumarico (0,762 y 0,421 mg/qg), acido cafeico (0,117 y 0,106 mg/g) , acido galico
(0,094 y 0,089 mg/g), respectivamente (Zadernowski et al., 2005). La mora fue
estudiada en su composicion de compuestos fendlicos encontrando acido clorogénico
(nd ), acido p — coumarico ( nd), catequina ( 0,002 mg/g )y epicatequina (0,025
mg /g ), no presentaron los acidos fenolicos estudiados en nuestro estudio (Jakobek
et al., 2009). El salco en bagazo y pulpa mostré 4 compuestos de los mencionados
en este estudio que se pueden observar que obtuvo compuestos en 280 nm Y 320 nm
como muestra la (figura 9, 10, 11 y 12). Evaluaron composicién fendlica de
diferentes especies de sauco, adquiriendo compuestos fendlicos en la fruta oscilaron
en &cido p — coumarico (0,006 a 0,015 mg/ g), acido cafeico (0,005 a 0,024 mg / g),
catequina (0,05 a 0,0138 mg / g) y epicatequina (0,012 a 0,094 mg / g) (Mikulic-
Petkovsek et al., 2015).

4.4. Actividad Antimicrobiana

En la tabla 3 se observa que todo los extractos de los berries a una concentracion de
256 g / mL logran inhibir el crecimiento de levadura (Saccharomyces cerevisiae)
hasta un periodo de 48 horas. En la tabla 4 se observa el valor de inhibicion de los
halos en mm medidos sobre levadura comparados al control, la concentracion 100%
en cuanto a extracto de bagazo y pulpa de salco es el mayor con valor de inhibicién,

seguido de arandano, zarzamora y aguaymanto. Dicho efecto se debe al alto potencial
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en antioxidantes que contiene estos extractos de berries, menciona (Falcdo et al.,
2018). En un estudio donde los resultados generales de las berries de enebro
(Juniperus communis L.) contienen actividad antimicrobiana  contra
microorganismos patogenos. El contenido de antioxidantes como la flavona, la
quercetina y la naringenina fueron efectivas para inhibir el crecimiento de los
organismos en extractos de plantas finlandesas que contienen flavonoides y otros
compuestos fenolicos (Rauha et al., 2000). Se analiz6 la actividad antimicrobiana de
grosella negra (Ribes nigrumL.), en el fruto y hojas, donde mostraron fuerte
actividad antimicrobiana, que sugieren que se pueden usar como fuentes de
compuestos beneficiosos en la industria alimentaria (Paunovi¢ et al., 2017)
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V. CONCLUSIONES

Los extractos de berries en mayor capacidad antioxidante determinados en los
ensayos de DPPH, fue el bagazo de ardndano, seguida del salico respecto a pulpa,

zarzamora pulpa y finalmente aguaymanto bagazo.

El bagazo de arandano presentd mayor contenido de compuestos fendlicos totales
seguidamente de salco respecto a pulpa, zarzamora pulpay aguaymanto bagazo.

Estos extractos de bagazo y pulpa de los berries analizados presentan
propiedades antimicrobianas, logran la inhibicién en 256 pg / mL sobre levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y alcanzan valores superiores al del control benzoato

de potasio a una concentracion de 100 % (66,7 mg / mL).

Se logré identificar en los berries acidos fendlicos (acido galico, acido p —
coumarico, acido cafeico, acido clorogénico) y flavonoides (catequina), que
contribuyen a la alta actividad antioxidante que poseen los berries. Estos datos
refuerzan la importancia de los berries, en cuanto a su capacidad antioxidante,
polifenoles y actividad antimicrobiana, lo que proporciona su ingesta en bagazo y
pulpa en nuestra dieta, y lo que se esta perdiendo al desechar sus residuos en la

industria alimentaria.
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacion Taxonomica de berries peruanos

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida

. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Asteranae

. Orden: Ericales

. Familia: Ericaceae

. Género: Vaccinium

. Especie: V. floribundum Kunth

Nombre comin: “arandano”

Muestra alcanzada a este despacho por Ms.C. EFRAIN MANUELITO CASTRO
ALAYO, Investigador Principal del Subproyecto: “Aprovechamiento de subproductos
del procesamiento de berries nativos de la Regién Amazonas para obtener
antocianinas y carotenoides utilizando solventes verdes presurizados y su
aplicabilidad para mejorar la calidad funcional de derivados lacteos” ( Contrato 137-
2018-FONDECYT-BM-IADT-AV).

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar.




Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Truijillo - Pert

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxonomica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Asteranae

. Orden: Solanales

. Familia: Solanaceae

. Género: Physalis

. Especie: P. peruviana L.

Nombre comin:  “aguaymanto”

Muestra alcanzada a este despacho por Ms.C. EFRAIN MANUELITO CASTRO
ALAYO, Investigador Principal del Subproyecto: “Aprovechamiento de subproductos
del procesamiento de berries nativos de la Region Amazonas para obtener
antocianinas y carotenoides utilizando solventes verdes presurizados y su
aplicabilidad para mejorar la calidad funcional de derivados lacteos” ( Contrato 137-
2018-FONDECYT-BM-IADT-AV).
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JHUT Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

~doar- Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

FESNo

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Rosanae

. Orden: Rosales

. Familia: Rosaceae

. Género: Rubus

. Especie: R. roseus Poir.

Nombre comun:  “zarzamora”

Muestra alcanzada a este despacho por Ms.C. EFRAIN MANUELITO CASTRO
ALAYO, Investigador Principal del Subproyecto: “Aprovechamiento de subproductos
del procesamiento de berries nativos de la Regién Amazonas para obtener
antocianinas y carotenoides utilizando solventes verdes presurizados y su
aplicabilidad para mejorar la calidad funcional de derivados lacteos” ( Contrato 137-
2018-FONDECYT-BM-IADT-AV).

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar.
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Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida

J Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Asteranae

. Orden: Dipsacales

. Familia: Viburnaceae

. Género: Sambucus

. Especie: S. peruviana Kunth

Nombre comin:  “sauco”

Muestra alcanzada a este despacho por Ms.C. EFRAIN MANUELITO CASTRO
ALAYO, Investigador Principal del Subproyecto: “Aprovechamiento de subproductos
del procesamiento de berries nativos de la Region Amazonas para obtener
antocianinas y carotenoides utilizando solventes verdes presurizados y su
aplicabilidad para mejorar la calidad funcional de derivados lacteos” ( Contrato 137-
2018-FONDECYT-BM-IADT-AV).

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada-para.os fines que
hubiera lugar.
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Anexo 2: Curvas de calibracion para determinacion de compuestos fenolicos

ACIDO GALICO
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Acido gélico ( mg/L)

Figura 1. Curva de calibracion del acido galico para la determinacion de fenoles totales por el método
totales por el método Folin — Ciocalteu
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Figura 2. Curva de calibracion del estandar acido galico a 320nm
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ACIDO CLOROGENICO 320 nm

40000
35000
y =160.96x - 1906.1
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Figura 3. Curva de calibracion del estandar acido clorogénico a 320nm

ACIDO P - COUMARICO 320 nm
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Figura 4. Curva de calibracion del estandar &cido p - coumérico a 320nm
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Figura 5. Curva de calibracion del estandar &cido cafeico a 280nm
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Figura 6. Curva de calibracion del estandar catequina 280m
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Anexo 3. Perfiles cromatogréficos a 280 y 320 nm de longitud de onda
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Figura 7. Cromatograma de estandares a 280 nm de longitud de onda
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Figura 8. Cromatograma de estandares a 320 nm de longitud de onda
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Figura 9. Cromatogramas HPLC-DAD de los extractos de bagazo de berries registrada a 280 nm; Picos: 2, cido
cafeico; 4, catequina
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Figura 10. Cromatogramas HPLC-DAD de los extractos de bagazo de berries registrada a 320 nm; Picos: 1, acido
galico; 3, acido clorogénico; 5, acido p — coumarico
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Figura 11. Cromatogramas HPLC-DAD de los extractos de pulpa de berries registrada a 280 nm; Picos: 2, cido
cafeico; 4, catequina
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Figura 12. Cromatogramas HPLC-DAD de los extractos de pulpa de berries registrada a 320 nm; Picos: 1, acido
galico; 3, &cido clorogénico; 5, acido p — coumarico
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Anexo 4. Andlisis realizados

Figura 14. Preparacion de estandares para la elaboracion de las curvas de calibracion
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Figura 16.Placas estériles servidas con agar nutritivo
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