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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad de antioxidantes,
actividad antimicrobiana y polifenoles totales presentes en los diferentes estados de
madurez de A. pungens “manzanita”, fruto que fue analizado a través de sus 3 estados de
madurez verde, pintdn y maduro, que fueron realizados considerando el color del fruto.
Se realizaron los siguientes andlisis: actividad antioxidante obteniendo como resultados
de 93.86% a 97.63% de inhibicidn; actividad antimicrobiana teniendo los siguientes
resultados S.aureus de 0.9mm a 1.1, Salmonella de 16mm a 32mm, Shiguella 13 a 25
mm y E.coli 21mm a 23mm halos de inhibicion respectivamente, y finalmente
polifenoles totales 2833.003 a 2910.036 mg GAE/100 g. Demostrando asi que el estado
de madurez verde predomina frente a los dos estados pintén y maduro, teniendo mayor
cantidad de antioxidantes, actividad antimicrobiana y polifenoles totales que aportan

maultiples beneficios.

Palabras claves: A. pungens, antioxidantes, polifenoles totales, estado de madurez,

actividad antimicrobiana, S.aureus, Salmonella, Shiguella, E.coli, inhibicion.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the activity of antioxidants,
antimicrobial activity and total polyphenols present in the different stages of maturity of
A. pungens, “manzanita”, a fruit that was analyzed through its 3 stages of ripeness, green
and ripe, that were made considering the color of the fruit. The following analyzes were
carried out: antioxidant activity, obtaining results of 93.86% to 97.63% inhibition;
antimicrobial activity having the following results S.aureus from 0.9 mm to 1.1,
Salmonella from 16mm to 32mm, Shiguella 13 to 25 mm and E.coli 21mm to 23mm
inhibition halos respectively, and finally total polyphenols 2833.003 to 2910.036 mg
GAE/100 g. Thus demonstrating that the state of green maturity predominates over the
two states of color and mature, having a greater amount of antioxidants, antimicrobial

activity and total polyphenols that provide multiple benefits.

Keywords: A. pungens, antioxidants, total polyphenols, maturity stage, antimicrobial

activity, S. aureus, Salmonella, Shiguella, E. coli, inhibit.
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. INTRODUCCION:

La A. pungens. es una planta silvestre que es conocida como pinglica, manzanita,
manzanilla o tepesquite; es lefiosa, se presenta entre 50 cm a 3 m de altura; tiene bastantes
ramas, es de corteza de color café rojizo a rojo-purpura. Sus flores son de color blanco a
rosado, separada en racimos de 5 a 8 flores; puede darse en todo el afio, es una buena
fuente de alimento. En su maduracion la pulpa y céscara se torna a color amarillo, que
tiende ligeramente a café rojizo. Sus frutos tienen un contenido de acido galico, y un
glucésido, la arbutina, que cuenta con caracteristica diurética y antiinflamatorio (Diaz
et al., 2016), los frutos contienen gran cantidad de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante (Zamora, 2016 y Toa, 2015) .

El estado de madurez en la recoleccion del fruto es uno de los indicadores mas resaltantes
que determinan el proceder y la calidad postcosecha (Forero & Sanchez, 2020). En frutos
recolectados inmaduros o en indice de madurez acelerado son mas delicados a deterioros
fisioldgicos en postcosecha por lo cual al recolectar los frutos debemos tener en cuenta
el estado de madurez de los frutos de A. pungens (Obregoén, 2020).

Los frutos de A. pungens. se cosechan en los meses de febrero- marzo (Eliyahu et al.,
2015) es recomendable recolectar los frutos cuando cuente con los grados °Brix
aceptable, los frutos no son comestibles de inmediato después de su cosecha, sino cuando
el fruto tiende hacer blando al tacto aportando al mejor analisis de los antioxidantes y
polifenoles totales del fruto de acuerdo a los estudiado por Lépez (citado en Matute &
Noblecilla, 2019).

La evaluacion de la capacidad antioxidante depende de las concentraciones del extracto
para obtener mejor resultado, esto se logra cuando los disolventes son aplicados en una
concentracion de 0.04 g/mL y un tiempo adecuado (30 min) para evitar valores elevados
(Kuskoski et al., 2005), los resultados en pulpa de arandano es 40.58 y la manzana 58.82,
y en la capacidad antioxidante (% de Inhibicion) de las laminas deshidratadas de las
pulpas se obtuvo en el primer tratamiento 28.34; en el segundo tratamiento 29.23; tercer
tratamiento 34.25; y el cuarto tratamiento 38.34; habiendo una diferencia de la actividad

antioxidante en laminas de pulpas.

En la evaluacion realizada por Llimpe (2017) ; la actividad antioxidante de Mesodesma
donacium evaluada a través del radical de DPPH, obtuvo un valor de 569.3637 Umol
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TE/g muestra, 550.1427 Umol TE/g muestra y 323.9630 Umol TE/g muestra en los 3
estados de madurez (verde, pinton y maduro) obteniendo como resultado que el estado

de madurez en verde contiene mayor capacidad antioxidante.

En los ultimos tiempos los frutos nativos fueron estudiados porque tienen propiedades
antimicrobianas, para tal efecto, Aguayo et al. (2018) manifiesta que los extractos de A.
pungens. revelaron una gran proporcion de compuestos fendlicos 77 miligramos de acido
galico equivalentes/ 100 g. Ademas, hubo diferencias en el potencial antimicrobiano
referente a las distintas cepas evaluadas, esto se pudo dar por el diferente efecto que
pueden tener los compuestos fendlicos sobre las bacterias, el principal efecto
antimicrobiano se tuvo en la cepa de Salmonella, por lo que la A. pungens. podria
utilizarse como un componente natural antimicrobiano para la Salmonella, que aporta en
la conservacion de los alimentos manteniendo su inocuidad. De las misma forma, las
investigaciones realizadas por Cabezas, (2017) indica que en moras de Castilla
almacenado durante 6 dias obtuvieron que de 6 £ 1 °C en un periodo de 8-10 dias se da
la inhibicidn total de este microorganismo; mientras que Pérez (2018) manifiesta que el
extracto con raiz de T. cubense inhibicién de 16.7 £ 0.6 mmy 16.3 + 0.6 mm con respecto
ae S.aureusy S. maltophilia.

Segun Anticona et al. (2016) en su estudio realizado indican que la mayor proporcion de
contenido de fenoles solubles totales corresponden a la muestra 10 (arandanos negros
desecados) con 2336.9 + 8.7 mg/100 g). Las muestras 7, 8, 11, 12, 13 son referente a
arandanos rojos desecados con concentraciones que oscilan desde 391.7 + 2.4 mg/100g
a 590.7 + 1.8 mg/100 g. La muestra 9 es otro tipo de ardndano rojo (Vaccinium vitis
idaea) con una mayor concentracion de fenoles solubles totales (2201.5 + 8.6 mg/100 g).
De los andlisis obtenidos se puede decir que los zumos con mas del 50% de fruta tienen

mayor cantidad de polifenoles (mg GAE/100 ml).

En el proceso de evaluacion de polifenoles la naturaleza quimica, la metodologia
empleada y el uso de sustancias influyen en el contenido de polifenoles. Cortez (2018)
en la evaluacion de polifenoles, en arandano (mg acido galico/100 g) fue de 30.79 £ 0.79
y en la manzana es 63.76 = 0.36, y referente al contenido de polifenoles en laminas
deshidratadas de pulpa de arandano y manzana (mg acido galico/100 g) se obtuvo en el
primer tratamiento de 110.16 + 3.33, en el segundo tratamiento 101,12 + 1,29, tercer
tratamiento 149.8 + 2.54, y el dltimo tratamiento fue de 156.75 + 0.75; existiendo asi una

diferencia del contenido de Polifenoles en laminas de las pulpas.
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Segln Jurado et al. (2016) en la evaluacion realizada de los polifenoles fue de 149.3 +
1.62; 144.4 £ 0.97; 127.9 £ 0.79 y 106 £ 0.48 mg/Eq. AG/100 g frutos, con respecto a
los lugares de Huanuco, Junin, Ancash y Cajamarca, de forma respectiva, encontrando
asi que el extracto etandlico con mayor proporcion es la de Huanuco. Los extractos
etandlicos de Physalis peruviana L. de los lugares que se mencionan en lo anterior fueron,
evaluados a través del DPPH, expresando un porcentaje de captacion de radicales libres
de DPPH de 100 + 1.72; 93.26 + 0.61; 86.86 + 0.28 y 82.51 + 1.72%; asimismo,
expresaron un 1C50 de 1.86;2-04; 2.24 y 2.36 mg/ml, de forma respectiva; obteniendo
asi mejor capacidad antioxidante en el extracto etanolico proveniente de Huanuco. Los
niveles de fenoles totales hojas de Arctostaphylos uva-ursi se diferenciaron entre 103.3
+4.8y206.4+6.5mgEAG/g (Toa, 2015).

En base a lo antes mencionado, se vio la necesidad de desarrollar la investigacion, el cual
tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante, polifenoles totales y capacidad

antimicrobiana en los 3 distintos estados de madurez de manzanita A. pungens.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Recoleccion de muestra

Muestra: Los frutos de A. pungens fueron recolectados en la zona de Puma Urco
(6°15°31°’S y 77°52°10” W) Chachapoyas — Amazonas que esta ubicado a 2475 msnm;
se recolectaron de forma manual y al azar, en diferentes fechas teniendo en cuenta los
distintos estados de madurez. Las A.pungens sanas se introdujeron en bolsa de polietileno
para evitar posibles alteraciones en la materia prima. Luego se traslado al laboratorio de
Ingenieria Agroindustrial y seguidamente se refrigerd por un corto lapso de tiempo para

no alterar su propiedad y finalmente se realizo su estudio.

2.2.  Propiedades fisicas y quimicas de la manzanita
2.2.1. Estado de madurez

Para la clasificacion de la muestra de A. pungens se realizé bajo los 3 estados de madurez
en el fruto (verde, pinton, maduro) segun lo propuesto por Forero & Sanchez (2020) en
el cual el estado uno fue un fruto 100% rojo en el segundo estado un 50% Yy en el tercero
completamente verde, para hacer la calibracion se tomaron 30 muestras en los 3 estados

y se empezd la medicion .

Se siguid el método de Buitrago et al. (2015), para lo cual, se tomd frutos para identificar
el color, con un calibrador manual se midié 5 frutos recolectados en la primera semana,
luego para determinar los sélidos totales se pesé 30 g de frutos, por cada periodo de
recoleccion, se empled 6 g del extracto de la muestra ya triturada se midié el pH con
ayuda de un pH-metro (HI 98127), los grados Brix con un refractometro (modelo PCE-
018). Para la acidez titulable se sigui6 lo propuesto por Moreno & Deaquiz (2015), con
algunas modificaciones, en primer lugar, se verifico que el volumen de NaOH este
correcto, se tomé 6 g de jugo del fruto, se afiadio 3 gotas de fenolftaleina, se empezé a la
titulacion y empleamos la férmula donde A = Volumen de NaOH empleado, B =
Normalidad (0.097), C = peso del acido predominante en el fruto, D = peso de la muestra.

Acidez (%) = (A*B*C) *D) *100 Ec.1

Para determinar el indice de madurez nos ayudamos con la relacion entre solidos solubles

totales y acidez total titulable.
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2.3. Preparacion del extracto

El extracto de A. pungens se prepar6 de acuerdo a la metodologia con modificaciones de
Fu et al. (2011). Se pes6 8 g de A. pungens de los 3 estados de madurez, con ayuda de un
mortero y pilon se realizo la trituracion después se paso a filtrar en un vaso de
precipitacion a través de papel filtro; seguidamente se pesé 1g del extracto para
posteriormente colocar en un tubo de ensayo y se agregdé 9 ml de etanol al 80% se
homogenizo por 3 minutos, dejando en reposo por 24 horas. La muestra se centrifugd a
5000 r.p.m. durante 30 minutos, el sobrenadante se puso en un recipiente oscuro para su

respectiva evaluacion de actividad antioxidante, antimicrobiana y polifenoles totales.

2.4. Actividad antioxidante:

La actividad antioxidante total se evalué empleando el método quimico DPPH, el cual
permitio atrapar los radicales libres en la muestra, se sigui6 el estudio basado en la
metodologia modificada de Jurado et al., (2016), para lo cual se preparé 100 ml de
solucién metandlica al 90% y se agregé 0,0045 g del radical DPPH, en 60 tubos de
ensayos a distintas concentraciones de solucion, la muestra blanca fue de 0.1 ml de agua
ultra pura 'y 3.5 ml de metanol. Después se preparé la solucion metandlica (solucion A)
de nuestro extracto para su andlisis en una concentracion de 300 pg/ml se agrego a cada
una de las muestras (0.5 ml de solucion A) y 1.5 ml de solucion DPPH, teniendo una
concentracion de 100 pg/ml, se dejo reposar en un lugar oscuro aproximadamente 25
min, para luego medir la absorbancia a 515 nm en un espectrofotémetro. Para calcular el

porcentaje de inhibicion se emple6 la ecuacién 2.

% inhibicién = [1 — =21+ 100 Ec.2

Donde:

Ab: Absorbancia control Abm: Absorbancia de la muestra.
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2.5.  Actividad antimicrobiana:
Preparacion de los extractos para concentracion inhibitoria minima

Los extractos de los diferentes estados de madurez de la manzanita se desarrollo de
acuerdo a la metodologia planteada por Coklar & Akbulut (2017), el fruto fue
desinfectado y triturado con ayuda de un mortero del cual obtuvimos el bagazo y la pulpa
de la manzanita se filtré la muestra a través de un papel filtro. Se homogenizé con ayuda
de un homogeneizador eléctrico por un tiempo de 2 minutos. Se centrifugd a 5000rpm
durante 12 minutos después retir0 el residuo, el sobrante se colocd en un recipiente &ambar

y se almaceno a 4° C hasta su analisis.

Para la obtencion de los microorganismos, se realizé mediante la obtencion de visceras
de pollo, pescado en deterioro, heces de gallina que fueron llevados al laboratorio para
ser incorporados al caldo nutritivo individualmente por 24 horas, después a través de un
hisopo esterilizado se realizo la siembra en sus respectivas placas y agares, luego fueron
sembradas en tubos con TSIy LIA para ver el tipo de microorganismos presentes en las
placas, después se realizd la siembra pero por estria y finalmente la cosecha de dichos
microorganismos que fueron guardados en tubos de ensayos esterilizados envuelto con

algodén y parafilm y finalmente se refriger6 para su posterior analisis.

El andlisis de la actividad antimicrobiana del extracto de manzanita se siguio la siguiente
metodologia de difusion en agar (kirby Bauer) con algunas modificaciones por medio del
método de la capacidad minima inhibitoria (Rojas et al., 2005): Se prepararon medios
de cultivos (Agar Mannitol Salt, Agar S.S, Agar MacConkey), con la ayuda de una
campana de Durham ya esterilizado a través de un mechero se obtuvieron los pocillos
con didmetros de 5mm. Después se pasé a realizar la siembra mediante el método por
difusion con la ayuda de un hisopo debidamente esterilizado para cada microorganismo
(S. aureus, Salmonella, Shiguella y E. coli ) considerando el tipo de medio de cultivo
para su proliferacion, luego se agregd 100 pL de las diluciones de los extractos de la
manzanita en agua destilada desde el 100%, 50% y 10% en los pocillos, la evaluacion se
realizd a las 24 horas de estar en la estufa para finalmente ser realizado la medicion de

los didmetros de inhibicion.
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2.6. Determinacion del contenido de Polifenoles Totales:

Se empled el método de Folin- Ciocalteu, en donde se toméd 6 ml del reactivo a un
volumen en un matraz de 100 ml con agua destilada para obtener una concentracion del
7.5%.

Después se mezcld 0.05ml el extracto de manzanita con 0.5 ml de agua ultra pura, 2.5 ml
del reactivo Folin- Ciocalteu ya diluido, seguidamente se afiadié 2.5 ml de Na2CO3 al
10% (p / v). Luego se incub0 en una estufa a 55 ° C durante 10 min. La Absorbancia se
leyé a 760 nm en espectrofotometro. El resultado se expresd en mg de equivalente al
acido galico (GAE)/100 g de peso fresco. Para el contenido de polifenoles se tuvo en
consideracion la curva de &cido galico, el cual se empled una dilucién patrén de acido
galico en donde se siguid los pasos de (Garcia et al., 2015), en primer lugar, se diluyo
acido galico en una concentracion 100 mg / | (disolucion pura), de lo diluido se
prepararon 10 ml de disolucion diluida de concentraciones de acido galico entre 0 y 16
ppm, estos procedimientos fueron realizados para los tres indices de madurez. Segln

Farinha (citado en Matute & Noblecilla, 2019) con algunas modificaciones.

2.7.  Andlisis estadistico

Para el analisis de datos, los resultados obtenidos de la actividad antioxidante,
antimicrobiana y polifenoles totales seran sometidos al analisis de varianza (ANOVA)
se empled el andlisis estadistico SPSS y regresion multiple, para analizar las posibles
variabilidades se realizara a través de una prueba de comparacion de medias “Tukey”.
Estos resultados son representados en media + desviacion estandar. Los distintos ensayos

han sido realizados por triplicado y cuadruplicado.
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1. RESULTADOS

3.1. Determinacion de la actividad antioxidante (Ensayo DPPH)

Se tuvo en cuenta la ecuacion descrita en el método anterior para determinar el porcentaje
de inhibicidn del extracto de manzanita, en los 3 estados de madurez, en la tabla (1)
podemos observar los porcentajes de actividad antioxidante por el método DPPH en los
frutos, con 4 distintas concentraciones (100 uL, 300 uL, 600 uL, 900uL) y 3 repeticiones,
el indice de madurez del fruto que contuvo un porcentaje de inhibicion de antioxidantes
es el verde (97.625+2.375), seguido del pintdn(95.632+4.362) y finalmente el

maduro(93.861+6.139).

Tabla 1.

Contenido de actividad antioxidante en distintas concentraciones de extracto de A.

pungens.
Actividad antioxidante (%Inhibicidn)
Estado de Extracto de A.  Extracto de A.  Extracto de A.  Extracto de A.
Madurez pungens 100 pungens 300 pungens 600 pungens 900
uL uL uL ulL
Verde 35.7578+4.733  53.724+1.269  83.057+£0,308  97.625+2.375
Pinton 27.273+13.887 46.586+1.635 81.920+0.460  95.632+4.368
Maduro 23.030+25.083 37.036+2.066  78.369+1.163  93.861+6.139

Los resultados estan expresados en media + desviacion estandar del analisis.
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Tabla 2.
Comparaciones multiples a través de la prueba tukey en el contenido de actividad

antioxidante en distintas concentraciones de A. pungens.

Comparaciones multiples

HSD DE TUKEY

(1) Indice de (J) Indice de
. madurez de la madurez de la Diferencia
Variable ] ) . Error .
dependiente manzanita en manzanita en de medias tipico Sig.
P diferentes diferentes (1-J) P
concentraciones concentraciones
VERDE PINTON 8.484848  16.832054 .872
MADURO 12.727273  16.832054 .741
Antioxidantes SINTON VERDE -8.484848  16.832054 872
Concgnltggﬁ:ones MADURO 4242424  16.832054 .966
MADURG VERI?E -12.727273  16.832054 741
PINTON 4242424  16.832054 .966
PINTON 7.137410 2.388226  .055
VERDE .
MADURO 16.687705°  2.388226  .001
Antioxidantes SINTON VERDE -7.137410  2.388226  .055
gognocglz‘ltfac'ones MADURO 0.550296"  2.388226  .017
VERDE -16.687705"  2.388226  .001
MADURO ] *
PINTON -9.550296"  2.388226  .017
PINTON 1.137410  1.051833  .558
VERDE .
MADURO 4.687705 1.051833  .010
Antioxidantes SINTON VERDE -1.137410 1.051833  .558
Concgrgggﬁ:o”es MADURO 3550296  1.051833 .034
VERDE -4.687705°  1.051833  .010
MADURO ] .
PINTON -3.550296"  1.051833  .034
PINTON 1.992754 450401 .94
VERDE o) 99275 6.45040 949
o MADURO 3.764090  6.450401 .834
Cﬁ‘r?cté‘r’é'r‘;ilngszs DINTON VERDE -1.992754  6.450401  .949
~ 900Ul MADURO 1.771337  6.450401  .960
VERDE -3.764090  6.450401 .834
MADURO -
PINTON 1771337  6.450401  .960

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Figura 1.
Media de la actividad antioxidantes en diferentes estados de madurez de la A. pungens

a concentracién de 900 ul.
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3.2.  Anélisis antimicrobiano

Los analisis antimicrobianos se realizaron mediante los métodos descritos anteriormente.
Los resultados obtenidos de los extractos de manzanita en los tres indices de madurez
demuestran que, si tuvo efecto inhibitorio contra los distintos microorganismos S. aureus,
Lactosa Negativa (Salmonella, Shigella) y Lactosa Positiva (E.coli), predominando el
extracto verde , seguido del pinton y finalmente el maduro como se observa en la Tabla
(3,4,5,6).
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Tabla 3.
Efecto antimicrobiano del extracto de A. pungens sobre S. aureus y medidas en halos de
inhibicidn.

Halos de Inhibicidn en S.aureus con extracto de A. pungens en diluciones de
10%,50%0,100%

indice de madurez Diluciones  Halos de inhibicion (mm)  Pocillo (mm)

10% 0.2 mm 0.5 mm
Verde 50% 0.5 mm 0.5 mm
100% 1.1 mm 0.5 mm
10% 0mm 0.5 mm
Pint6n 50% 0.3 mm 0.5 mm
100% 1 mm 0.5 mm
10% 0mm 0.5 mm
Maduro 50% 0.2 mm 0.5 mm
100% 0.9 mm 0.5 mm

Figura 2.

Halos de inhibicién donde predomina mayor cantidad de efecto antimicrobiano por
efecto del extracto de A. pungens en estado de madurez verde (1.1mm) en diluciones de
100% en S. aureus a 24 horas a 48 horas.
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Tabla 4.
Efecto antimicrobiano del extracto de A. pungens sobre Salmonella y medidas en halos

de inhibicion.

Halos de Inhibicion en Salmonella con extracto de A. pungens en diluciones de
10%,50%0,100%

indice de madurez Diluciones Halos de inhibicion (mm) Pocillo (mm)

10% 18 mm 0.5mm
Verde 50% 28 mm 0.5 mm
100% 32 mm 0.5mm
10% 13 mm 0.5mm
Pintdn 50% 20 mm 0.5 mm
100% 27 mm 0.5mm
10% 1 mm 0.5mm
Maduro 50% 3 mm 0.5 mm
100% 16 mm 0.5mm

Figura 3.
Halos de inhibicion donde predomina mayor cantidad de efecto antimicrobiano por
efecto del extracto de A. punges en estado de madurez verde (32mm) en diluciones de

100% en Salmonella 24 horas a 48 horas.
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Tabla 5.
Efecto antimicrobiano del extracto de A. pungens sobre Shiguella y medidas en halos

de inhibicion.

Halos de Inhibicion en Shiguella con extracto de manzanita en diluciones de
10%,50%,100%

indice de madurez Diluciones Halos de inhibicion (mm)  Pocillo (mm)

10% 15 mm 0.5 mm
Verde 50% 13 mm 0.5mm
100% 25 mm 0.5 mm
10% 10 mm 0.5mm
Pinton 50% 12 mm 0.5mm
100% 23 mm 0.5mm
10% 2 mm 0.5 mm
Maduro 50% 11 mm 0.5mm
100% 21 mm 0.5 mm

Figura 4.

Halos de inhibicion donde predomina mayor cantidad de efecto antimicrobiano por
efecto del extracto de A. pungens en estado de madurez verde (25mm) en diluciones de
100% en Shiguella en 24 horas y 48 horas.
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Tabla 6.
Efecto antimicrobiano del extracto de A. pungens sobre E.coli y medidas en halos de

inhibicion.

Halos de Inhibicion en E.coli con extracto de manzanita en diluciones de
1090,50%0,100%

Indice de madurez Diluciones Halos de inhibicion (mm) Pocillo (mm)
10% 13 mm 0.5 mm
Verde 50% 18 mm 0.5 mm
100% 23 mm 0.5 mm
10% 12 mm 0.5 mm
Pinton 50% 17 mm 0.5 mm
100% 22 mm 0.5 mm
10% 10 mm 0.5 mm
Maduro 50% 15 mm 0.5 mm
100% 21mm 0.5 mm
Figura 5.

Halos de inhibicion donde predomina mayor cantidad de efecto antimicrobiano por
efecto del extracto de A. pungens en estado de madurez verde (23mm) en diluciones de
100% en E.coli de 24 horas a 48 horas.
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3.3.

Contenido de polifenoles totales

Para el extracto adquirido en los distintos estados de madurez (verde, pintén y maduro)

se empleo una dilucién de 1:10. La curva de calibracion nos ayudo a obtener la ecuacion

de la recta (y= 0.0009x + 0.0941; Rz = 0.9973), fueron preparados con concentraciones

de &cido gélico formuladas en mg de &cido galico (GAE).

El contenido de polifenoles totales con mayor concentracion, fue del estado de madurez

verde con 2910.036 + 3.291 mg/100g. A comparacion de los estados de madurez pinton
de 2872.630 + 5.821 mg/100g y 2833.003 + 8.820 mg/100g, ubicandose el estado maduro

con menor cantidad de contenido de compuestos fendlicos como se visualiza en la tabla

(7,8).

Tabla 7.

Compuestos de polifenoles totales en estados de madurez de A. pungens.

Comparaciones multiples

HSD de Tukey
() Indice  (J) indice Diferenciade  Error Sig. Intervalo de confianza
de de medias (I-J) tipico al 95%

madurez  madurez Limite Limite
inferior  superior
VERDE PINTON 36.277500: 5243712 .000 21.63703 50.91797
MADURO 78.497500° 5.243712 .000 63.85703 93.13797
PINTON VERDE -36.277500** 5243712 .000 -50.91797 -21.63703
MADURO  42.220000° 5.243712 .000 27.57953 56.86047
MADURO VERIZ?E -78.497500: 5243712 .000 -93.13797 -63.85703
PINTON  -42.220000° 5.243712 .000 -56.86047 -27.57953

Los resultados estan expresados en media + desviacion estandar del analisis.
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Tabla 8.
Comparaciones multiples a traves de la prueba tukey en el contenido de polifenoles en

distintas concentraciones de A. pungens.

POLIFENOLES TOTALES

N Media Desviacion Error Intervalo de Minimo Maximo

tipica tipico  confianza para la

media al 95%

Limite Limite

inferior  superior
VERDE 4 2910.750 3.95697 1.97848 2904.454 2917.046 2906.220 2915.560
PINTON 4 2874473 7.02130 3.51065 2863.300 2885.645 2867.780 2881.890
MADURO 4 2832.253 10.00114 5.00057 2816.338 2848.167 2820.670 2844.110
Total 12 2872.492 34.16829 9.86354 2850.782 2894.201 2820.670 2915.560

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Figura 6.

Media de los polifenoles totales en diferentes estados de madurez de A. pungens
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IV. DISCUSION
Actividad antioxidante

La muestra con mayor cantidad de actividad antioxidante fue el estado de madurez verde
con 97.62%, seguido del pinton 95.63% y el maduro con 93.86%. A diferencia de lo
descrito por Jurado etal., (2016) que nos indica que presenta mayor actividad
antioxidante con un 100% (Huanuco), 93.26% (Junin), 86.86% (Ancash) y 82.51%
(Cajamarca) respectivamente indicando que solo el valor de Huanuco es superior a
nuestro fruto. En la Mesodesma donacium presentd valores de 569.3637 Umol TE/g
muestra, 550.1427 Umol TE/g muestra y 323.9630 Umol TE/g muestra en estado verde,
pintén y maduro respectivamente observando que el verde presenta mayor capacidad
antioxidante (Llimpe, 2017). En el estudio de la capacidad antioxidante en la pulpa de
ardndano y manzana en laminas deshidratadas se encontraron respectivamente 40.58% y
58.82% de inhibicion respectivamente (Cortez, 2018). En el estudio reciente en la familia
ericaceae en el fruto de olchoc se encontré un efecto antioxidante del 41.61% al 36.37%
(Zaldafia, 2022), por lo que podemos decir que la manzanita contiene mayor actividad
antioxidante. La actividad antioxidante expresada en % de inhibicién de radical libre
DPPH para 3 repeticiones de la muestra de noni con cascara y sin céscara tuvo valores
de 76.77% y 81.54% (Barra, 2019). Los reportes encontrados en la pinguica son de 6214
umol ET/100 g, indicando que cuenta con alto contenido de antioxidantes (Navarro et al.,
2022) respaldando los resultados obtenidos en los tres indices de madurez de nuestro
fruto.

Actividad antimicrobiana

En el potencial antimicrobiano entre las distintas bacterias en las cepas evaluadas, el
mayor efecto antimicrobiano se obtuvo en la cepa de Salmonella, Shiguella, E. faecalis,
S. aureus, E. coli, Listeria con 9.13mm, 7mm, 7.2mm, 6.7mm, 7.5mm,respectivamente
obteniendo que el mayor efecto se encontro en la cepa de salmonella (Aguayo et al.,
2018). En la Ananas comosus la actividad antimicrobiana moderada es contra la bacteria
Gram-negativa Pseudomona aeruginosa, frente a las demas bacterias Gram-negativas
(Escherichia coli, Salmonella spp), la bacteria Grampositiva (Staphylococcus aureus) y
contra la levadura Candida albicans su efecto es nulo (Poveda et al., 2015).Los halos de
inhibicidn obtenidos en los 4 extractos de H. sabdariffa mencionan que el con mayor
efecto inhibitorio es el extracto acetdnico que presenta halos 21.84mm para

S.typhimurium, 23.42mm E.coli, 24.72 para S.aureus y 24.42 L.monocytogenes,
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seguidamente del extracto metandlico, etandlico e acuoso (Rosas, 2019). En el estudio
de la actividad antimicrobiana la muestra que obtuvo mejor zona de inhibicion contra S.
aureus y S. maltophilia fue el de raiz de T. cubense con un halo de inhibicion de 16.7 +
0.6 mm y 16.3 + 0.6 mm respectivamente, y para P. aeruginosa la muestra con mayor
actividad fue la del tallo de A. xalapensis con 17.2 £ 1.0 mm (Pérez, 2018). En el extracto
de aceite de butanol solo fue efectivo contra estafilococo aureus con zona de inhibicion
de 7mm, en el extracto oleoso de acetato de etilo mostré la méxima zona de inhibicion
de 7 mm frente a Pseudomonas aeruginosa y con Proteo vulgar 6.25 zona de inhibicion.
El farmaco antibiotico ampicilina ha mostrado mayor significacion de inhibicion frente
a todas las cepas bacterianas analizadas; E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosay S. aureus 5
mm, 11 mm, 10 mm y 9 mm respectivamente(Arshad et al., 2021).En el extracto de
manzanita en los 3 estados de madurez el que mayor halos de inhibicidn contiene frente
a los distintos microorganismos S.aureus, Salmonella, Shiguella, E.coli que oscila entre

1.1mm, 32mm, 25mm, 23mm respectivamente resaltando el estado de madurez verde.
Polifenoles Totales

Los polifenoles totales del extracto de manzanita, en los 3 estados de madurez oscilan
entre 2910. 75 + 3,957 y 2832.253 + 10.785 GAE/100 g, respectivamente (tabla 6), estos
resultados argumentan que en el estado 1 existe mayor cantidad de polifenoles que los
otros estados. En el muestreo realizado en las hojas de gayuba se obtuvieron contenidos
representativos mayores en polifenoles totales (171.9 £ 19.4 y 167.2 + 10.2 mg EAG/g
PS, respectivamente) con respecto de las otras poblaciones (146.4 £ 6.9 mg EAG/g PS)
en diferentes meses del afio (Ribalta, 2016) . En la fruta Salak los resultados indicaron
que cuenta con un valor de 209.77 mg EAG/100 g polifenoles totales a comparacion del
fruto Kiwi que contiene 210.80 mg EAG/100 g (Matute & Noblecilla, 2019).Los CFT de
C. bracteata, en los 5 estados de madurez oscilan entre 2901.46 + 1.28 y 2896.73 + 1.70
GAE/100 g, respectivamente, corroborando a que los valores obtenidos son similares ya
que ambos frutos son de la misma familia (Zaldafa, 2022). El contenido total de fendlicos
fue de 323.4 mg EAG/100 g en el fruto de pinguica (Navarro et al., 2022). Los distintos
resultados obtenidos por multiples autores en distintos frutos indican que los polifenoles

presentes en la familia ericaceae es superior frente a las otras familias.
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V. CONCLUSIONES

La capacidad antioxidante en los 3 estados de madurez de A. pungens analizados por el
método de DPPH, tienen valores con un alto contenido de antioxidantes predominante
en el estado verde, luego en pinton y finalmente en maduro obteniendo asi un porcentaje

de inhibicion desde 97.63% al 93.86% respectivamente.

Se determiné en la actividad antimicrobiana que el fruto de A. pungens cuenta con halos
de inhibicion que evitan el crecimiento de los microorganismos S.aureus de 0.9mma 1.1,
Salmonella de 16mm a 32mm, Shiguella 13 a 25 mmy E.coli 21mm a 23mm donde se
encontré que el estado verde es el que predomina frente a los otros dos estados de
madurez, y que existe mayores halos de inhibicion en la Salmonella de 24 horas a 48
horas, también se analiz6 a los 5 dias de dejar las placas a medio ambiente, donde en la
siembra de Agar S.S todavia existiendo los halos de inhibicion que dificultaron el
crecimiento de los microorganismos siendo de utilidad para la conservacion de alimentos

para su vida util.

Los polifenoles totales en el fruto de A. pungens en los 3 estados de madurez oscilan
entre 2910.036 + 3.291 y 2833.003 + 8.820 GAE/100 g, donde se encontr6 mayor
cantidad en el estado verde a comparacion de los otros estados de madurez; por lo que el
estado de madurez (verde) de A.pungens hay mayor presencia de compuestos
antioxidantes y con mayor capacidad inhibitoria de crecimiento de S. aureus, Salmonella,

Shieguella 'y E. coli .
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ANEXOS
Figura 7. Recoleccion y empacado de la manzanita.

7 may. 2021 12:16:13 p. m.
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Figura 8. Seleccion y extracto de la manzanita.
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Figura 9. Curva de calibracién del &cido galico para la determinacion de polifenoles
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Figura 11. Preparacion de los extractos para andlisis de la actividad antioxidante,

polifenoles totales y actividad antimicrobiana en frutos de manzanita.
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Figura 12. Obtencion de los microorganismos
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Figura 14. Andlisis antimicrobiano del fruto.
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Tabla 9. Anélisis de Anova de un factor y comparaciones multiples en HSD de Tukey de la actividad antioxidante en el SPSS

ANOVA DE UN FACTOR

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Desviacion Limite Limite
N Media tipica Error tipico inferior superior Minimo  Maximo
Antioxidantes VERDE 3 35.75758 8.1986 4.7335 15.3910 56.1241 27.273  43.636
concentraciones  PINTON 3 27.27273 24.0522 13.8865 -32.4765 87.0219 0.000 45.455
a100ul MADURO 3 23.03030  25.0839 14.4822 -39.2815 85.3421 5455 41818
Total 9 28.68687 18.7144 6.2381 14.3017 43.0721 -5.455  45.455
Antioxidantes VERDE 3 53.72387 2.1987 1.2695 48.2618 59.1859 51574  55.968
concentraciones  PINTON 3 46.58646 2.8320 1.6351 39.5512 53.6217 44.051  49.643
a 300ul MADURO 3 37.03616 3.5792 2.0665 28.1448 45.9275 33515  40.671
Total 9 45.78216 7.6808 2.5603 39.8781 51.6862 33515  55.968
Antioxidantes VERDE 3 83.05720 5332 3078 81.7327 84.3817 82.574  83.629
concentraciones  PINTON 3 81.91979 7971 4602 79.9396 83.8999 81.065  82.643
a 600ul MADURO 3 78.36949 2.0147 1.1632 73.3648 83.3742 76.923  80.671
Total 9 81.11549 2.3935 7978 79.2757 82.9553 76.923  83.629
Antioxidantes VERDE 3 97.62480 4.1139 2.3752 87.4051 107.8445 92.874  100.000
concentraciones  PINTON 3 95.63205 7.5655 4.3679 76.8383 114.4258 86.896  100.000
a 900ul MADURO 3 93.86071 10.6336 6.1393 67.4455 120.2759 81.582  100.000
Total 9 95.70585 7.0334 2.3445 90.2995 101.1122 81.582  100.000
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Comparaciones multiples

HSD de Tukey
Variable (1) indice de madurez (J) Indice de madurez Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza
dependiente de la manzanita en de la manzanita en medias (I-J) tipico al 95%
diferentes diferentes Limite Limite
concentraciones concentraciones inferior superior
VERDE PINTON 8.484848 16.832054 .872 -43.16051 60.13021
Antioxidantes MADURO 12.727273 16.832054 741 -38.91809 64.37264
concentraciones a PINTON VERDE -8.484848 16.832054 .872 -60.13021 43.16051
100ul MADURO 4.242424 16.832054 966 -47.40294 55.88779
MADURO VERDE -1.727273 16.832054 741 -64.37264 38.91809
PINTON -4.242424 16.832054 966 -55.88779 47.40294
VERDE PINTON 7.137410* 2.388226 .055 -.19032 14.46514
Antioxidantes MADURO 16.687705 2.388226 .001 9.35997 24.01544
concentraciones a PINTON VERDE —7.13741Q 2.388226 .055 -14.46514 .19032
3000l MADURO 9.550296 ) 2.388226 .017 2.22256 16.87803
MADURO VERDE -16.6877051 2.388226 001 -24.01544 -9.35997
PINTON -9.550296 2.388226 .017 -16.87803 -2.22256
VERDE PINTON 1.137410* 1.051833 558  -2.08990 4.36472
Antioxidantes MADURO 4.687705 1.051833 .010 1.46039 7.91502
concentraciones a PINTON VERDE -1.137419 1.051833 558  -4.36472 2.08990
600ul MADURO 3.550296 ) 1.051833 .034 .32298 6.77761
MADURO VERDE —4.687705* 1.051833 .010  -7.91502 -1.46039
PINTON -3.550296 1.051833 034 -6.77761 -.32298
VERDE PINTON 1.992754 6.450401 949 -17.79885 21.78436
Antioxidantes MADURO 3.764090 6.450401 .834 -16.02751 23.55569
concentraciones a PINTON VERDE -1.992754 6.450401 949  -21.78436 17.79885
900Ul MADURO 1.771337 6.450401 960 -18.02027 21.56294
MADURO VERDE -3.764090 6.450401 .834  -23.55569 16.02751
PINTON -1.771337 6.450401 960 -21.56294 18.02027

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Figura 15. Media de la actividad antioxidantes en diferentes estados de madurez de la
A. pungens a concentracion de 100 ul, 300 ul, 600 ul, 900 ul.
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