1 INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

Las bracteas de alcachofa son el residuo o subproducto del
procesamiento de esta planta, y las posibles opciones de utilizacion son
donarlas a los ganaderos para que alimenten a sus animales, o convertirlas
en harina para mezclarla con alimentos debido a su alto contenido de fibra. El
problema radica en que cualquiera de estas dos opciones representa una
pérdida de recursos que podrian ser utilizados en otro proceso, tal como la

extraccién de principios activos.

1.2 Justificacion

La biotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que nos permite dar
soluciones a muchos problemas de la industria en nuestro pais, como por
ejemplo el desecho de los subproductos generados en el procesamiento de
vegetales, utilizando herramientas de biotecnologia industrial como la
extraccion de componentes activos de las plantas, para luego aplicarlos como
sustancias antioxidantes, anticancerigenas, fungicidas, bactericidas en
alimentos u otros productos. Esta herramienta esta dentro de las prioridades
del desarrollo de capacidades biotecnoldgicas de los paises de Latinoamérica
y el Caribe (Roca W., 2005), ya que se enfatiza que hay que aprovechar la
gran biodiversidad que poseemos para generar productos que nos ayuden a

desarrollarnos econdmica y tecnolégicamente.

Dentro de la industria de los vegetales enlatados, la alcachofa tiene una
gran demanda a nivel internacional por sus propiedades nutritivas y
medicinales ampliamente conocidas. En Ecuador, la alcachofa se produce
durante todo el afio en comparacion a los principales paises productores
(Espafa, Francia, Argentina e lItalia) que solo la producen por temporadas,
debido a las caracteristicas climaticas y del suelo que posee nuestro pais, las
cuales son Optimas para el desarrollo de la planta. Esta ventaja se convierte
en una razdn mas para darle importancia al cultivo de alcachofas y su maximo
aprovechamiento mediante biotecnologia. (CIC-CORPEI, 2003)
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Los corazones de alcachofa son el producto principal del procesamiento
de esta planta, y las bracteas que los recubren son los subproductos. Estas
bracteas, que representan 70% de la materia prima total, no son
aprovechadas mas que para deshidratarlas y hacer harina, lo que implica un
proceso costoso por su alto requerimiento energético para eliminar la alta
humedad que contienen; por esta razén los subproductos se acumulan en
grandes cantidades (toneladas semanales), generando impacto ambiental y

una pérdida potencial de dinero para las empresas. (INAEXPO, 2008)

Este proyecto propone una alternativa para aprovechar estos
subproductos de forma adecuada, y consiste en elaborar un extracto vegetal
que funcione como antibacteriano y antioxidante natural, mejorando la
conservacion del producto y aumentando las propiedades nutritivas del
alimento, convirtiéndolo en un alimento funcional que aparte brinda beneficios
para la salud de los consumidores; también mediante este procedimiento, se
lograra utilizar toda la materia prima sin desperdiciar recursos valiosos. El
problema a resolver es la acumulacion de subproductos sin aprovechar que
generan contaminacion y pérdidas, los cuales después de ser tratados van a
mejorar las propiedades del producto final, y se van a convertir en materia
prima para un nuevo proceso: extraccion de componentes activos de las

bracteas de alcachofa.

La explotacién del mercado de los alimentos funcionales, especialmente
en Ecuador, el pais con mayor biodiversidad del planeta; es de suma
importancia ya que poseemos innumerables recursos, que identificando y
aislando sus componentes activos podemos aprovecharlos para crear nuevos
productos alimenticios que traeran grandes beneficios, tanto econdmicos,
como para la salud de la gente que los consumird. Esta investigacion
presenta un potencial beneficio para las empresas de alimentos que generan
subproductos y no saben cdmo aprovecharlos, ya que estos desechos
posiblemente contengan sustancias que si son bien identificadas y aisladas
pueden mejorar las cualidades del producto final, aumentando su demanda y
aceptaciéon en los mercados nacionales e internacionales. De esta manera se
utilizara a la biotecnologia como herramienta para dar solucién a problemas

reales que ocurren en las industrias de nuestro pais.
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1.3 Objetivos de la investigacion

Objetivo General

Extraer componentes activos de las bracteas de alcachofa para elaborar
un extracto con propiedades antioxidantes y antibacterianas que sirva

como conservante de alimentos.

Objetivos especificos

Aplicar técnicas de extraccion soélido-liquido que sirvan para obtener

extractos de compuestos fendlicos a partir de bracteas de alcachofa.

Caracterizar los extractos obtenidos mediante técnicas cromatograficas

para determinar la presencia de compuestos fendlicos.

Determinar la actividad antioxidante de los extractos mediante la prueba de
actividad con el radical libre DPPH para probar su eficacia como captador

de radicales libres, y también en pruebas con alimentos.

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos mediante la
medicion del halo de inhibicion en dos cultivos bacterianos que
comunmente contaminan alimentos (Gram-negativo: Salmonella spp., y
Gram-positivo: Staphylococcus aureus), para probar su utilidad como

conservante natural de alimentos.



1.4 Marco Teérico
1.4.1 Principios activos presentes en las plantas

Las plantas son fuente de innumerables recursos utiles para el desarrollo
de la ciencia, los mas importantes son los conocidos principios activos o
metabolitos secundarios, que en su mayoria son utilizados para aliviar
dolencias (antipiréticos, analgésicos, antiespasmaodicos, baquicos) o curar
enfermedades (fitofarmacos), para fortalecer las defensas del cuerpo
(antiperiddicos, tonicos), para controlar la fisiologia (laxantes,
vasoconstrictores, colagogos, diuréticos) y hasta las emociones de quienes
los consuman (depresores, euforizantes, afrodisiacos, estupefacientes).
(Albornoz, 1980)

1.4.1.1 Metabolitos primarios y secundarios

Los metabolitos primarios son sustancias que la célula vegetal necesita
para su funcionamiento normal (respiracion, fotosintesis), por eso su variacion
es minima dentro de las plantas. Todas las células producen metabolitos
primarios, ya que son esenciales para su funcionamiento basico en cualquier
organismo viviente. (Martinez M., 2005) Los lipidos, acidos carboxilicos del
ciclo del acido citrico, los aminoacidos, los azucares comunes y Ssus
derivados, los polimeros de carbohidratos tales como almidon y celulosa, el
ATP y DNP que actuan en la transferencia de enlaces ricos en energia y

oxido-reducciones; son ejemplos de metabolitos primarios. (Albornoz, 1980)

Los metabolitos secundarios no son esenciales para el funcionamiento
de las células vegetales y no participan en las transformaciones bioquimicas
comunes. Su presencia puede llegar a ser tan especifica que solo ciertas
especies de una familia pueden producirlos, proporcionando asi una forma de
caracterizar quimiotaxondmicamente a las plantas. También es necesario
saber que especies muy relacionadas taxonémicamente o del mismo género
pueden tener distintos tipos de metabolitos secundarios, o tener los mismos
en diferentes proporciones. Esta alteracion de las proporciones también se da
en la propia planta, pudiendo encontrarse mayor concentracién de un
metabolito en las hojas, en las raices, en los tallos o en los frutos. (Albornoz,
1980)



Dentro de la planta, estos compuestos sufren transformaciones tales
como degradaciones, reducciones, acilaciones, oxidaciones, alquilaciones,
etc., porque aunque no sean esenciales, tampoco son un desecho o tienen
funciones anormales. Estas transformaciones ocurren por su interaccién con
las enzimas de la planta, las cuales los llevan por distintas rutas metabdlicas,
razon por la cual no se debe asumir que una sustancia es sintetizada siempre
de la misma forma. Los alcaloides, glicésidos, aceites esenciales, resinas,
taninos, esteroides, flavonoides, etc., son un ejemplo de metabolitos

secundarios de las plantas. (Albornoz, 1980)

La cantidad de metabolitos secundarios que existan en una planta
pueden ser afectados por diversos factores, que pueden ser tanto extrinsecos
como intrinsecos. Los factores extrinsecos son el clima y la temperatura, la
humedad, o las condiciones del suelo; y los factores intrinsecos son de tipo
genético (mutaciones, otras alteraciones), interaccion con las enzimas para
sufrir transformaciones, o variaciones diurnas, ontogénicas o estacionales.
(Albornoz, 1980) Para conocer el origen y las transformaciones de los
metabolitos secundarios en las plantas, se deben estudiar las rutas
biosintéticas de cada uno. La ruta del acido shikimico es la mas utilizada por
las plantas para crear metabolitos secundarios y algunos aminoacidos

aromaticos (L-Fenilalanina, L-Tirosina, L-Triptéfano). (Braca, 2008)
1.4.1.1.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo muy comun de metabolitos
secundarios presentes en las plantas, estos incluyen a los fenoles simples,
polifenoles, flavonoides, taninos, entre otros. (Ver Cuadro 1.1). Una gran
cantidad frutas y vegetales frescos, asi como los granos de cereales,
contienen cantidades importantes de fenoles naturales. Los flavonoides son el

mayor grupo de fenoles vegetales y los mas estudiados. (Palencia, 1999)

Se han identificado dos rutas biosintéticas para los compuestos
fendlicos, una es la del acido shikimico y otra es la poliquetidica. Algunos
compuestos fendlicos se sintetizan mediante las dos rutas, lo cual se conoce

como biogénesis mixta (Ver Cuadro 1.2). (Braca, 2008)



Cuadro 1.1 Principales clases de compuestos fendlicos en plantas (Braca, 2008)

Atomos de carbono Esqueleto base Clase
6 Cs Fenoles simples
6 Cs Benzoquinonas
7 Cs-C+ Acidos fendlicos
8 Cs-C, Acetofenonas
8 Ce-C, Acidos fenilacéticos
9 Ce-Cs Acidos hidroxicinamicos
9 Cs-Cs Fenilpropenos
9 Cs-Cs Cumarinas
10 Ce-Cy Naftoquinonas
13 Cs-C1-Cs Xantonas
14 Cs-C>-Cg Estibenos
14 Ce-Co-Cq Antraquinonas
15 Ce-C3-Cq Flavonoides
15 Cs-C3-Cq Isoflavonoides
18 Cs-C; Lignanos
30 (Co-C3-Co)2 Biflavonoides
N (C6-C3)n Lignina
(Cé)n Melanina
N (Cs-C3-Cé)n Taninos condensados

Cuadro 1.2 Rutas Biosintéticas de algunos compuestos fendlicos (Braca, 2008)

Ruta del acido shikimico Ruta Poliquetidica Biogénesis Mixta

Fenoles simples (salicilatos, _ _ .
Quinonas (juglona) Flavonoides

acido galico, arbutina)

. . o Antranoides
Fenilpropanoides (acido _
_ . o (antraquinonas, Xantonas
cafeico, acido clorogénico) o
tetraciclina)

Fenilpropanoides ciclicos
(cumarinas, ligninas, Antranoides Rubiaceas

lignanos)




La actividad biologica de los compuestos fenolicos es generalmente
antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral y antitumoral, entre
otras, (Ver Cuadro 1.3). Siendo los flavonoides los que presentan mayor
actividad (Braca, 2008)

Cuadro 1.3 Actividad bioldgica de algunos compuestos fendlicos (Braca, 2008)

Fenoles simples Antioxidante, antitumoral, antiviral, antibacteriana
Lignanos Antitumoral, antiviral
Quinonas Antitumoral, antiviral
Antitumoral, antiviral, citotdxica, mutagénica, antibacteriana,
Xantonas
anti-inflamatoria
Antiinflamatoria, antibacteriana, antialérgica, diurética,
Flavonoides antiviral, antiproliferativa, captador de radicales libres,
antihipertensivo, estrogénica
Cumarinas Anticoagulante, antitumoral, fotosensibilizante, antiviral

Existen dos compuestos fendlicos de gran importancia debido a su
amplia y variada actividad bioldgica, estos compuestos son el acido cafeico y
el acido clorogénico. Estos acidos son fenilpropanoides que se biosintetizan
por la ruta del acido shikimico. Las propiedades mas representativas de estos
compuestos son las siguientes: antioxidantes, antibacterianas, antivirales,
antifungicas, anticarcinogénicas, antitumorales, antimutagénicas,
hepatoprotectoras, antihipercolesterolémicas, antiinflamatorias, e

inmunoestimulantes (Duke, n.f.).

Los flavonoides son pigmentos naturales que protegen a los vegetales
contra el daino de agentes oxidantes como los rayos ultravioleta, la poluciéon
ambiental, o el efecto de algunas sustancias quimicas. Estan presentes en
plantas, frutas, verduras y bebidas como el vino y la cerveza. (Martinez Flores
et al., 2002) Estdn agrupados en antocianinas y antoxantinas. Las
antocianinas son moléculas de pigmentos rojos, azules y purpuras. Las

antoxantinas, que incluyen flavonoles, flavonas, e isoflavonas, son moléculas



incoloras o de colores que van desde el blanco hasta el amarillo. (Palencia,
1999)

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, compuestos
por dos anillos fendlicos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano

(heterociclico). (Martinez Flores et al., 2002)

Flavonaoide

Figura 1.1 Estructura basica de los flavonoides (Martinez Flores et al., 2002)

Se ha demostrado que dentro de las plantas, estas sustancias se
encuentran ligadas a moléculas de carbohidratos, este tipo de combinacion se
denomina glicésido, y cuando se encuentran solas se las denomina agliconas
flavonoides. Un ejemplo de aglicona flavonoide es la quercitina. (Martinez M.,
2005) Los glicésidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a
radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo. (Martinez Flores et
al., 2002)

Ademas de sus efectos antioxidantes, los flavonoides presentan otras
propiedades como el impacto sobre la regulacién del crecimiento celular y la
induccion de enzimas de destoxificacion tales como las monooxigenasas
dependientes de citocromo P-450. Otras funciones que cumplen estos
compuestos son las de fungicida y bactericida, también pueden fijar metales

como el hierro y el cobre. (Martinez Flores et al., 2002)

Las propiedades fisicas dependen de la clase de flavonoide y su forma
(libre o glicésido). Por ejemplo, las flavonas, y flavonoles son compuestos
sélidos con colores que comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el

rojo. Las antocianidinas son de colores rojo intenso, morado, violeta y azul.



Los glicosidos son en general so6lidos amorfos, mientras que las agliconas y

los altamente metoxilados son cristalinos. (Martinez M., 2005)

La solubilidad depende de la forma en que se encuentren y clase de
sustituyentes presentes. Los glicésidos, las antocianidinas y los sulfatos son
solubles en agua y alcohol. Las agliconas flavonoides altamente hidroxiladas
son solubles en alcohol (etanol, metanol y n-butanol), mientras que las poco
hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico, acetato de etilo y acetona.
Las agliconas flavonoides altamente metoxiladas son solubles en solventes
menos polares como el éter de petrdleo y el cloroformo. Los flavonoides con
hidroxilos fendlicos son solubles en soluciones alcalinas, pero algunos
altamente hidroxilados se descomponen por accion de las bases fuertes, un
hecho que permite reconocerlos y diferenciarlos de otros, y que hace afos se

utilizé para su elucidacién estructural. (Martinez M., 2005)

1.4.1.2 Aplicaciones de los principios activos de las plantas en

alimentos

Los alimentos que consumimos diariamente nos proporcionan nutrientes
y otras sustancias como colorantes, aromaticos, o protectores naturales
contra enfermedades; que no tienen una funcién nutritiva, pero si juegan un
papel esencial dentro de nuestro cuerpo. Estas sustancias son conocidas
como compuestos fitoquimicos o principios activos, los cuales pueden estar
ya presentes o ser adicionados a los alimentos en algun momento de su

procesamiento o preparacion. (Palencia, 1999)

Los aditivos alimenticios son sustancias que se afiaden intencionalmente
a los alimentos con la finalidad de modificar sus caracteristicas organolépticas
o facilitar o mejorar su proceso de elaboracion y/o conservacion. Estos
aditivos pueden ser sintéticos o de origen natural, (Santos Buelga, 2002) y
previenen el deterioro del producto por efecto de enzimas presentes, de la luz,
del oxigeno, de la pérdida de humedad o por la presencia de
microorganismos. Los aditivos agregados pueden ser agentes anti rancidez,

antioxidantes y antimicrobianos. (Garcia Ruiz, 2004)

Los principios activos se encuentran en las frutas y verduras que

consumimos, también se los puede encontrar en productos fermentados por
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bacterias acido lacticas como la leche, yogurt, o verduras fermentadas. Estas
sustancias no son esenciales para nuestro cuerpo, pero pueden brindar
muchos beneficios como prevencion de infecciones, fortalecimiento de
organos y tejidos, o destoxificacion de la sangre. El estudio de estas
sustancias, sus fuentes, su funcion, y su caracterizacion, esta a cargo de un
nuevo campo de investigacion conocido como Alimentos Funcionales.
(Palencia, 1999)

Los compuestos fendlicos son antioxidantes naturales, pueden reducir la
peroxidacion de los lipidos. El consumo frecuente de frutas y vegetales
frescos se asocia con una menor incidencia de cancer en humanos y en
carcinogénesis experimental. Estos compuestos se hallan preferentemente en
las capas superficiales de las verduras, frutas, cereales y semillas, para
proteger de la oxidacién a los tejidos de las capas inferiores. También son
anticoagulantes, antimicrobianos, inmunoestimulantes, reguladores de la

presion arterial y de la glucemia. (Palencia, 1999)

Después de muchas investigaciones se ha demostrado que los
compuestos fendlicos tienen efectos protectores en nuestro cuerpo, en
contraste a la idea que se tenia sobre el peligro de ingerirlos en la
alimentacion. Especificamente en las temas de nutricibn y cancer se ha
demostrado que esos compuestos protegen los tejidos contra los efectos
toxicos y neoplasicos de un amplio rango de carcinégenos. Asi, los
compuestos fendlicos y sus derivados presentes en té verde y negro han
manifestado sus propiedades protectoras contra el cancer y enfermedades del
corazon, por lo que su consumo en vegetales, frutas y té, reducen el riesgo de
diversos tipos de cancer en humanos. Por otra parte se ha observado que los
fenoles (por ejemplo, acidos cafeico y ferulico) son altamente efectivos contra
la formacion de potentes carcinbgenos a partir de aminas y amidas

secundarias. (Raybaudi-Massilia et al., 2006)

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas
verdes, especialmente las angiospermas y solo algunos pocos se han
detectado en hongos y algas. (Martinez M., 2005) Los flavonoides son
compuestos fendlicos que se encuentran en hojas, semillas, frutas, flores, y

bebidas como el vino, cerveza, té verde, té negro y soja. Los flavonoides se
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encuentran también en extractos de plantas como arandano, ginkgo, cardo,

mariano o crataegus. (Martinez Flores et al., 2002)

El valor medio de ingesta de flavonoides se estima en alrededor de 23
mg/dia, siendo la quercitina el predominante con un valor medio de 16 mg/dia;
estos deben ser ingeridos en forma de alimento o suplemento, ya que el
cuerpo humano no los puede sintetizar. Este valor medio de ingesta supera al
de otros antioxidantes como el beta-caroteno (2-3 mg/dia) o la vitamina E
(7-10 mg/dia), y es aproximadamente un tercio de la vitamina C
(70-100 mg/dia). Es por esto que los flavonoides son una contribucion
importante al potencial antioxidante de la dieta humana. (Martinez Flores et
al., 2002)

Aunque los fitoquimicos antioxidantes tienen una baja biodisponibilidad
(Lutz, 2007), la mayoria de los flavonoides se absorben facilmente en el
intestino, y los metabolitos transformados y excesos se excretan por la orina y
la bilis. (Martinez M., 2005) La biodisponibilidad de estos compuestos
depende principalmente de su solubilidad en los fluidos organicos, estructura

quimica, distribucion, absorcion y eliminacion. (Martinez Flores et al., 2002)

Los antioxidantes también se utilizan como aditivos en alimentos para
ayudar a preservarlos. La exposicion al oxigeno y a la luz del sol son factores
que provocan su oxidacion, por eso siempre se busca mantenerlos en la
oscuridad y sellarlos en envases. Sin embargo, como el oxigeno es
importante para la respiracion del alimento, por ejemplo un vegetal envasado,
almacenarlo en condiciones anaerobias puede producir sabores y olores
desagradables. (Sies, 1997) Es por esto que la adicion de antioxidantes
mantiene al producto en buen estado, sin tener que someterlo a condiciones
que afecten sus propiedades organolépticas. El antioxidante debe ser bien
incorporado a los alimentos de forma homogénea, ya que si no es asi, varias
moléculas quedaran desprotegidas y podran sufrir oxidacion, disminuyendo la
vida util del producto final. (Vieira, 2004)
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1.4.1.2.1 Alimentos funcionales

Segun el documento de “Biotecnologia para el Desarrollo Sostenible de
la biodiversidad” elaborado por Roca W., et al.(2005), los “alimentos
funcionales” se han convertido en un término de rapida aceptacion para
describir alimentos que, en razon de la adicion de componentes
fisiologicamente activos, ofrecen beneficios que trascienden la nutricion
basica y pueden prevenir las enfermedades o mejorar la salud. Ejemplos de
los alimentos funcionales incluyen jugos fortificados, bebidas energéticas,

alimentos para pérdida de peso, para prevencion de ciertas dolencias, y otros.

Los diez alimentos principales que se reconoce que pueden tener
beneficios adicionales para la salud ademas de la nutricion basica son el
brécoli, las naranjas/jugo de naranjas, verduras de hoja verde, pescado/aceite
de pescado/frutos del mar, zanahorias, ajo, tomates, leche, avena/salvado de
avena y las fibras. (IFIC, 2002)

Se sabe también que muchas personas hacen una relacién componente
alimenticio/enfermedad, siendo identificadas como las mas importantes el
calcio/osteoporosis, antioxidantes/cancer y proteina de soya/enfermedades
cardiacas. Las tendencias actuales llevan a los consumidores a buscar
alimentos saludables con el fin de poder prevenir o controlar enfermedades
cardiovasculares, coronarias, hipertensivas, sindrome metabdlico, colesterol,
obesidad, depresidén, anemia, infecciones del aparato urinario, diabetes,

cancer de mama, osteoporosis, etc. (IFIC, 2002; Fabregas, 2003)

Los compuestos activos presentes en los alimentos funcionales son
fitoestrogenos, carotenoides, flavonoides, acidos grasos insaturados,
proteinas, vitaminas, minerales, oligoelementos, fibras, aminoacidos,
péptidos, oligosacaridos, alcoholes, antioxidantes, y bacterias. (Fabregas,
2003)

Segun IADSA (2008) el mercado global de suplementos alimenticios
estd valorado en 50 000 millones de dolares. Las evaluaciones mas
conservadoras estiman que el mercado mundial alcanzara los 550 000

millones de euros en el 2010. (Fabregas, 2003)

12



Los alimentos funcionales que tienen mayor demanda son los que
pueden mejorar el funcionamiento del sistema inmunoldgico, reducir el riesgo
de cancer, prevenir enfermedades cardiovasculares y disminuir el exceso de

colesterol. (Fabregas, 2003)

La explotacion del mercado de los alimentos funcionales, especialmente
en Ecuador, un pais con gran biodiversidad; es de suma importancia ya que
poseemos innumerables recursos, que identificando y aislando sus
componentes activos podemos aprovecharlos para crear nuevos productos
alimenticios que traeran grandes beneficios tanto econdmicos, como en la

salud de la gente que los consumira.

1.4.2 Informacion sobre la alcachofa

La alcachofa (Cynara scolymus L.), es una planta dicotiledénea,
pertenece a la familia Asteraceae. Es una gimnosperma dicotiledénea,
robusta y perenne, de polinizacidon cruzada, posee un genoma diploide con 34
cromosomas en total. La planta crece hasta una altura de 1 m — 1,5 m o mas
y cubre un area de 1,5 m — 2 m aproximadamente de diametro; de color verde
plateado. (Nicho, 2004) Estas y otras caracteristicas varian dependiendo de la

variedad de alcachofa.

Como alimento, la alcachofa es nutritiva y saludable, recomendado en
dietas para disminuir peso, colesterol, y retencién de liquidos puesto que es
baja en grasas, sodio y carbohidratos. Contiene proteinas, calcio, hierro,
fésforo y vitaminas A, E B1, B2 y C. (CIC-CORPEI, 2003)

Esta planta también es conocida por otros nombres como: alcaucil,
alcachofero, morrillera, artichoke (inglés), artichaut (francés), artischoke
(aleman), carciofo (italiano), alcachofra (portugués), alcarxuf (arabe,) artisjok
(holandés). (Ramirez, 2004)
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Nicho (2004), también determino las siguientes caracteristicas botanicas

de las alcachofas:

Raiz: Sistema radicular ramificado. La raiz principal alcanza hasta 1,2 m
de profundidad y las raices secundarias cubren un area de 0,5 m — 0,6 m de

diametro y sirve como un 6rgano de almacenamiento.

Tallo: Erguido, grueso con 10 — 14 cm de diametro en la base,
ramificado y con nervaduras longitudinales y superficiales. Al inicio de su ciclo
biolégico se produce una roseta de hojas en un tallo comprimido, seguido del
crecimiento de un tallo floral. El tallo produce una yema terminal
(inflorescencia primaria), tres o cuatro yemas secundarias (inflorescencias
secundarias), cuatro o cinco yemas terciarias (inflorescencias terciarias)
cuatro a seis inflorescencias cuaternarias y varias yemas pequefas que
dependen del manejo agronomico. La yema terminal es la primera en
aparecer y se desarrolla a medida que el tallo crece, las yemas secundarias,

terciarias y cuaternarias se desarrollan ligeramente mas tarde.

Hojas: Alcanzan mas de 1 m de largo con 0,3 m de ancho, con bordes
lobulados y aserrados, de nervaduras pinnatinervadas y peciolo que se une
en vaina al tallo; de color grisaceo en la cara superior y vellosa en la inferior,

de nervadura central gruesa.

Inflorescencia: Las yemas florales (cabezuelas) consisten de bracteas
superpuestas con base carnosas sobre un receptaculo expandido; su uso es
antes que las partes florales estén bien desarrolladas. Los flésculos
inmaduros en la etapa de yemas son como cabellos y al madurar se abren,

expandiendo los flésculos de color lila que son muy atractivos para la vista.

Semilla: Las semillas son aquenios de forma oblonga, de color grisaceo

con manchas pardas.
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La clasificacion taxondmica de la alcachofa segun Ramirez (2004), es la

siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsidae

Sub-Clase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Cynara Figura 1.2 Alcachofa (Seedcount, 2009)
Especie: Cynara scolymus L.

La variedad que va a ser utilizada en esta investigacion se llama Imperial
Star, segun el dato proporcionado por INAEXPO, (2008).

Segun Barahona (2008), la variedad conocida como Imperial Star es una
de las mas utilizadas por la agroindustria ecuatoriana debido a caracteristicas
favorables como su alta densidad cultivo, la cual supera las 6 000 plantas por
hectarea, y que no posee espinas en las puntas de las bracteas, lo cual
facilita el manejo durante el procesamiento. Las alcachofas de esta variedad
son plantas anules o bianuales, son pequefias (~ 1 m), y no producen
hijuelos, lo cual es una desventaja. Para ser procesadas, es necesario que la
cabeza posea entre 12 y 15 cm de diametro, porque después las bracteas se
vuelven fibrosas y dificultan el consumo. Esta variedad fue traida al Ecuador

desde Norteamérica.

En Ecuador las zonas de produccion de alcachofa mas representativas
se encuentran en Bolivar, Zuleta, Quinche, Yaruqui, Minas, Latacunga,
Machachi, Salcedo, Izamba, Pelileo, Cebadas, Biblian, Nabon y San Joaquin,
porque cuentan con las condiciones ideales, por su clima, altura y suelos de
las siguientes caracteristicas: franco arcilloso-arenoso; franco arenoso, ricos
en materia organica, de profundidad media y con buen drenaje, con un pH de
6.5 - 7.5. (CIC-CORPEI, 2003)
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1.4.2.1 Principios activos en hojas y bracteas de alcachofa

La alcachofa tiene principalmente como principios activos algunos acidos
fendlicos como el acido cafeico, acido clorogénico, acido cafeilquinico, y el
acido dicafeilquinico. La cinarina, uno de los mas representativos, es el acido
1,3-O-dicafeilquinico o el 1,5-O-dicafeilquinico. También posee flavonoides
derivados de la luteolina; inulina, acidos alcoholes como el acido malico,
lactico, fumarico; aceites esenciales, fitoesteroles, triterpenos, taninos,
lactonas sesquiterpénicas amargas como la cinaropicrina. (Carretero, 2000)
Mabeau et al., (2005), determind que los compuestos fendlicos mas
representativos en las alcachofas son el acido Cafeico (acido 3,4-
dihidroxicinamico), el acido Clorogénico (acido 3-Cafeilquinico), la cinarina, el
cinardsido, la isorhoifolina, y la narirutina, todos estos con propiedades

antioxidantes.

La hoja de alcachofa, gracias a sus principios activos, posee
propiedades diuréticas, coleréticas, hepatoestimulantes; disminuye los niveles
séricos de lipidos y colesterol. Los compuestos responsables de la actividad
son principalmente los acidos cafeilquinicos y los flavonoides. Las hojas de
alcachofa poseen también una marcada actividad antioxidante. (Carretero,
2000)

Muchas fuentes de informacién mencionan que los principios activos de
la alcachofa se encuentran unicamente en sus hojas y no en otra parte como
sus bracteas o el corazén, pero estudios recientes como el de Fratianni et al.,
(2007), y Coinu et al., (2006), demostraron que las bracteas de alcachofa de
algunas variedades poseen concentraciones importantes de compuestos
fendlicos con actividad antioxidante, es decir que contienen las mismas
especies de compuestos fendlicos que las hojas, y que las diferencias entre
estas partes vegetales son principalmente cuantitativas. Los principales
compuestos fendlicos encontrados en las bracteas fueron el acido 1,5-O-

dicafeilquinico (cinarina), seguido del acido clorogénico y la 7-O-glucuronida.

Otro compuesto que se puede encontrar en las bracteas de alcachofa es
el acido cafeico, que al igual que el acido clorogénico tiene actividad biolégica

de gran importancia como antioxidante, antiviral, antibacteriano y antifungico.
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Ambos compuestos también han demostrado efectividad en la prevencion de

enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2 (Chengdu, 2008).

Coinu et al., (2006), concluyeron que el efecto antioxidante (prueba de
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad - LDL) de los extractos
etandlicos de bracteas de alcachofa versus los extractos etandlicos de hojas
no esta relacionada a la cantidad total de compuestos fendlicos o alguna
subclase en particular presente en las partes vegetales, esto sugiere que la
actividad no esta en funcién de las concentraciones de los compuestos
fendlicos por si mismos, sino que también influyen factores como la
interaccidén con otras moléculas. La actividad antioxidante de los extractos fue
medida mediante la prueba de inhibicion de la oxidacion del LDL humano por
iones de cobre. Esta prueba demostré que el extracto etandlico de las
bracteas de alcachofa tiene una mejor actividad que el extracto de etilacetato
de hojas, aunque este tuviera casi el doble de la concentracion de

compuestos fendlicos totales.

Segun Fratianni et al., (2007), las bracteas de alcachofa son una
importante fuente de compuestos fendlicos con propiedades beneficiosas
para el organismo, y pueden llegar a ser un recurso alternativo para las
aplicaciones farmacéuticas tradicionales que solo utilizaban extractos de las
hojas. Esto resalta la importancia de utilizar los subproductos o mal llamados
desechos que constituyen las bracteas de alcachofa como material para

obtener este tipo de sustancias.

Aunque estas drogas carecen de toxicidad, pueden producir alergia,
especialmente en personas sensibles a productos provenientes de especies

de la familia Asteraceae. (Carretero, 2000)
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Figura 1.3 Estructura del acido clorogénico (a) y del acido cafeico (b)

(Chengdu, 2008)
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1.4.3 Stress Oxidativo y antioxidantes

La oxidacion dentro de las células, también conocida como stress
Oxidativo, se da cuando existe un desequilibrio entre oxidantes vy
antioxidantes, lo cual produce desordenes muy peligrosos como
enfermedades cardiacas o cancer. Este fendmeno puede ser provocado por
condiciones ambientales, habitos como fumar o inclusive una mala
alimentacion. Por otro lado, una buena alimentacién rica en frutas, verduras y
otros vegetales, puede ayudar a nuestras células a controlar el stress
oxidativo ya que se proveen de antioxidantes de origen natural. (Urquiaga &
Leighton, 2000)

Vieira (2004), indica que el proceso de oxidacion de lipidos en los
alimentos se puede dividir en tres etapas: Iniciacion, Propagacion y
Terminacion. La etapa de iniciacion es donde se forman los radicales libres a
partir de una molécula grasa, la etapa de propagacién es donde el oxigeno
interactua con el radical libre formando un perdxido que a su vez ataca a otra
molécula de grasa formando un hidroperdxido y otro radical libre, y la ultima
etapa, de terminacién, es cuando los peroxidos se combinan, formando
moléculas mas estables y los hidroperdxidos forman otras diversas moléculas
con funcionalidades acidas, aldehidicas, alcohodlicas, cetdnicas... En esta
etapa, todo el material es degradado irreversiblemente, llevando a la
descomposicion total del producto, generando olor rancio y cambio de color,
demostrando la oxidacion. La adicion de antioxidantes hace que la etapa de
terminacion ocurra artificialmente, ya que esta sustancia reacciona con los
radicales libres formados en la primera etapa, evitando de esta manera, la

propagacion a otras moléculas y la formacion de nuevos radicales libres.

El pardeamiento enzimatico es otra forma de oxidacion de los alimentos.
La enzima responsable de este fendmeno es la polifenoloxidasa o tirosinasa,
esta tiene como sustrato principal al oxigeno molecular o, en el caso de los
vegetales, a compuestos fendlicos como el acido clorogénico. Esta reaccion
puede provocar coloraciones marrones, rojizas o negras, afectando la
presentacion y caracteristicas del alimento, debido a la formaciéon de nuevas

sustancias. (Calvo, n.f.)
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Los antioxidantes son definidos como cualquier sustancia que, estando
en baja concentracion comparado a un sustrato oxidable, pueden retrasar
significativamente o inhibir por completo la oxidacion del sustrato. Estos
compuestos pueden ser de naturaleza enzimatica tanto como no enzimatica.
(Sies, 1997)

Existen distintos tipos de antioxidantes y, de acuerdo a su origen pueden
ser naturales o sintéticos. Los antioxidantes sintéticos fueron desarrollados a
partir de la necesidad de obtener una proteccion mas efectiva y econémica en
relacién a los antioxidantes naturales. Los antioxidantes pueden ser efectivos
cuando se aplican separadamente, sin embargo, cuando se utilizan en
combinacion de dos o mas, su accion es reforzada. Como efecto secundario,

algunos antioxidantes también presentan accién antimicrobiana. (Vieira, 2004)

Los antioxidantes mas utilizados como aditivos alimenticios son: acido
ascorbico, ascorbato de sodio o calcio, acidos grasos ésteres del acido
ascorbico, tocoferoles, galatos, acido eridérbico, eridorbato de sodio,
hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT). (UK Food Guide,
2002).

1.4.3.1 Actividad antioxidante de compuestos fendlicos

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de las
propiedades REDOX de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion
estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Los grupos
hidroxilo fendlicos tienen excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicion. Es por eso que desempeian un papel muy
importante en la proteccion frente a los fendmenos oxidativos, y tienen efectos
terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia

isquémica, la aterosclerosis o el cancer. (Martinez Flores et al., 2002)

Los flavonoides son compuestos fendlicos que funcionan como potentes
antioxidantes de origen natural, poseen una alta capacidad de quelar hierro y
otros metales de transicion debido a la presencia de sus grupos
hidroxifendlicos. Sus propiedades anti-radicales libres actuan sobre el radical
hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas relacionadas con el inicio

de la cadena de peroxidacion lipidica. Pueden unirse a los polimeros
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bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas y ADN; quelar
iones metalicos transitorios, tales como Fe?*, Cu®*, Zn?*', catalizar el
transporte de electrones, y depurar radicales libres. (Martinez Flores et al.,
2002)

Algunos estudios afirman que la accion antioxidante de los flavonoides
radica esencialmente en el enlace doble C-2 C-3, el carbonilo C-4, y los
hidroxilos en C-3 y C-5. (Martinez M., 2005) Otros criterios quimicos
considerados para que los flavonoides tengas propiedades antioxidantes son

los siguientes:

- Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una
mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacién de los

electrones.

- Grupos 3-y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios para

ejercer el maximo potencial antioxidante. (Martinez Flores et al., 2002)

Los flavonoides retiran el oxigeno reactivo especialmente en forma de
aniones superoxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o
hidroperoxidos; de esta manera bloquean la accion de dichas sustancias en
las células. Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los
procesos de peroxidacion lipidica del acido linoleico o de los fosfolipidos de

las membranas. (Martinez Flores et al., 2002)

Los flavonoides protoantocianidicos pueden ser absorbidos por las
membranas celulares y las protege de la accion de los radicales libres,
también tienen la ventaja de ser liposolubles e hidrosolubles, es decir; se
disuelven en lipidos o en agua. Esta ultima es una caracteristica que los pone
en ventaja frente a otros antioxidantes. (Martinez Flores et al., 2002) Estos
compuestos también tienen la capacidad de modificar la sintesis de
eicosanoides, de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitrombéticos)
y de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacién. (Martinez
Flores et al., 2002) Sus propiedades antioxidantes también pueden ser

utilizadas para conservar alimentos, mediante la aplicacion de extractos.
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1.4.4 Compuestos antimicrobianos de origen vegetal

Un antimicrobiano es toda sustancia, que en bajas concentraciones, es
capaz de actuar sobre los microorganismos, inhibiendo su crecimiento o
destruyéndolos, sin provocar toxicidad. Las sustancias que solo detienen el
crecimiento y multiplicacion de microorganismos son conocidas como
microbiostaticos (bacteriostaticos/fungistaticos), y las que los eliminan
definitivamente son conocidas como microbicidas (bactericidas/fungicidas).
(Tournier, 2007; Garcia Ruiz, 2004) Estas sustancias pueden ser de origen
microbiano, animal o vegetal. (Santos Buelga, 2002) Las primeras incluyen
compuestos producidos por microorganismos, las de origen animal incluyen
proteinas enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas tales como lipasas o
proteasas y polisacaridos como el quitosan, y las de origen vegetal incluyen
compuestos como polifenoles provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores,
acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas.
(Raybaudi-Massilia et al., 2006)

Los antimicrobianos de origen vegetal provienen de plantas superiores,
estos se encuentran presentes en sus tejidos en forma de precursores
inactivos, pero cuando la planta sufre alguna herida o dafio se activan por
interaccion con algunas enzimas, convirtiéndose en moléculas activas. Por
ejemplo, la allicina del ajo se activa por accion de la allinasa sobre la alliina.
(Albornoz, 1980) Los isotiocianatos, la allicina, los fenoles y polifenoles como
fenoles simples, derivados del acido hidroxicinamico, flavonoides, taninos,
antioxidantes fendlicos y parabenos son algunos compuestos antimicrobianos
de origen vegetal. Estos actuan sobre las membranas plasmaticas de los
microorganismos, tienen un importante efecto sobre las propiedades
organolépticas del alimento, y en el caso de que sean antioxidantes, van a

producir beneficios para la salud. (Santos Buelga, 2002)

Muchas especias y hierbas de uso gastrondmico tienen actividad
antimicrobiana; como ejemplo estan el apio, cilantro, laurel, almendra,
albahaca, café, angélica, puerro, rabano picante, hierbabuena, tomillo, etc.
Los compuestos que tienen actividad antimicrobiana son derivados simples y
complejos del fenol, los cuales son volatiles a temperatura ambiente. Las

bacterias patogénicas mas afectadas por estos compuestos son C. botulinum,
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B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S. typhimurium, S. aureus, y V.

parahaemolyticus. (Raybaudi-Massilia et al., 2006)

Todas estas propiedades pueden ser transferidas hacia alimentos que
no las poseen, como por ejemplo todos los alimentos procesados vy

envasados, mediante la aplicacién de estos compuestos en forma de aditivos.
1.4.4.1 Actividad antibacteriana de compuestos fendélicos

Compuestos fendlicos como el acido cafeico, clorogénico, p-cumarico,
ferulico y quinico estan presentes en partes de plantas que son usadas como
especias. La actividad antimicrobiana de esos y otros acidos, como el
hidroxicinamico y cinamico, pueden retardar la invasion microbiana asi como
también la putrefaccion de frutas y vegetales. Bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, mohos y levaduras comunmente encontradas como
organismos contaminantes, son sensibles a los derivados del acido
hidroxicinamico. Los &cidos cafeico, ferulico y p-cumarico, por ejemplo,
inhiben E. coli, S. aureus y B. cereus. Otros compuestos fendlicos que han
demostrado tener actividad antimicrobiana son los flavonoles, los taninos y el
acido tanico, que es inhibitorio para L. monocytogenes, E. coli, S. Enteritidis,

S. aureus, A. hydrophila y S. faecalis. (Raybaudi-Massilia et al., 2006)

La actividad antimicrobiana identificada en los flavonoides y otras
evidencias experimentales de que algunos aumentan la resistencia de ciertas
plantas contra diferentes infecciones y enfermedades vegetales, sugieren que
estas sustancias también son un mecanismo quimico de defensa vegetal.
(Martinez M., 2005)

1.4.4.2 Antimicrobianos como aditivos alimenticios

El objetivo primordial de las empresas procesadoras de alimentos es
suministrar a sus consumidores alimentos seguros y nutricionalmente
adecuados, que cubran expectativas de sabor, aroma, apariencia y
comodidad al consumirlos. (Garcia Ruiz, 2004) Por esta razon se investiga
constantemente como hacer que estos productos se conserven en mejores
condiciones y por mucho mas tiempo, asegurando condiciones de calidad.

Este es el campo donde se aplican los aditivos alimenticios de preferencia de
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origen natural, que tengan la capacidad de conservar a los alimentos durante

su procesamiento y posterior almacenamiento.

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad
antimicrobiana, pero los alimentos procesados y envasados requieren un
tratamiento especial con aditivos. El uso de aditivos alimentarios de origen
natural con fines antimicrobianos requiere un procedimiento adecuado de
aislamiento, purificacion, estabilizacion e incorporacion, de manera que no se
afecte negativamente las caracteristicas sensoriales, nutritivas y sanitarias del
producto. (Raybaudi-Massilia et al., 2006)

El deterioro de los alimentos por efecto de los microorganismos no
depende unicamente del tipo de microorganismo presente, sino también de la
composicién quimica del producto, y del tipo de carga inicial que este posea.
(Garcia Ruiz, 2004)

El aspecto mas importante del uso de compuestos antimicrobianos es el
toxicologico, ya que se piensa que los compuestos naturales que tienen
actividad antimicrobiana son menos téxicos que los sintéticos, y no siempre
es asi. Para que un compuesto con actividad antimicrobiana se considere
para ser utilizado en alimentos hay que demostrar que no tiene efectos
toéxicos o que no es responsable de alteraciones de la salud. El problema esta
en que las concentraciones necesarias de estas sustancias para lograr la
inhibicion del crecimiento microbiano normalmente son mayores a las
consumidas con regularidad. También es importante que se demuestre que
esas sustancias son metabolizadas, excretadas, no dejan residuos y que
tampoco destruyen nutrientes importantes presentes en los alimentos.
(Raybaudi-Massilia et al., 2006)

1.5 Preguntas de investigacion

;Las bracteas de alcachofa pueden ser utilizadas como coproducto del
procesamiento de la planta para extraer principios activos utiles como

antioxidantes y antibacterianos?

¢Los extractos de bracteas de alcachofa pueden ser utilizados como

conservantes para alimentos?
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

- Dra. Blanca Naranjo, Directora del proyecto

- Ing. Pablo Araujo MSc., Codirector del proyecto

- MSc. Alma Koch, Docente colaborador (ESPE)

- Dr. Carlos Cardenas, Docente colaborador (IASA)

- MSc. Wilson Tapia, Docente colaborador de la Universidad Politécnica
Salesiana (UPS).

- Juan Carlos Duefias Ricaurte, Estudiante tesista.

- Escuela Politécnica del Ejército / Universidad Politécnica Salesiana.

2.2 Zona de estudio

El proyecto de graduacién se realizO en las instalaciones de los
laboratorios de la carrera de ingenieria en biotecnologia de la Escuela
Politécnica del Ejército, localizados en Sangolqui, provincia de Pichincha; y en
el laboratorio de principios activos de la carrera de ingenieria agropecuaria

(IASA), localizados en Selva Alegre, provincia de Pichincha.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

El proyecto de graduacion arranco en el mes de octubre de 2008. La
parte practica, que comprende la elaboracion del los extractos, la
caracterizacion, y las pruebas de actividad, termin6 en mayo de 2009. El
analisis de los datos obtenidos, la estadistica, las correcciones, y la redaccion
del documento final terminaron a finales del mes de julio del 2009. En sintesis
la investigacion se desarroll6 durante 10 meses, desde octubre de 2008 hasta
julio de 2009.
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2.4 Diseio

Para la determinacién de humedad, de contenido de fenoles totales, de
actividad antioxidante y de actividad antibacteriana, cada ensayo fue
realizado por triplicado.

Para la prueba de actividad antibacteriana de los extractos de bracteas
de alcachofa se prepararon 12 cajas, 6 de las cuales eran para
Staphylococcus aureus y 6 para Salmonella spp. De estas 6 cajas
correspondientes a cada bacteria, 3 eran para probar el extracto alcohdlico y
3 para el extracto hidroalcohdlico, cada uno con concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100%.

2.5 Instrumentos

2.5.1 Reactivos

- Acido Cafeico 298%, (HPLC) SIGMA,

- Acido clorogénico Hemilhidratado =98%, FLUKA,

- Acido Clorhidrico 36%, grado reactivo JT BAKER,

- Acido Acético Glacial 99.7%, grado reactivo JT BAKER,

- Acido Sulfurico 98%, grado reactivo, PANREAC,

- Alcohol butilico, grado reactivo MALLINCKRODT,

- Caldo de cultivo Tripticasa Soya (TSB), DIFCO,

- Cloruro de bario dihidratado 99%, grado reactivo, PANREAC
- Dimetil Sulféxido 99.5% (DMSO), SIGMA,

- Etanol 99.6%, desnaturalizado grado reactivo PANREAC,
- Hexano 95%, grado reactivo JT BAKER,

- Metanol, grado reactivo MALLINCKRODT,

- Reactivo de Folin-Ciocalteu 2N, SIGMA-ALDRICH,

- Radical libre DPPH (2,2-difenil 1-picrilhidracilo), SIGMA,

- Quercetina Dihidratada 298%, (HPLC) SIGMA,

- Medio de cultivo Mueller-Hinton, DIFCO
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2.5.2 Equipos y Software

Autoclaves

Balanza analitica KERN ABJ

Camara de vidrio para cromatografia

Camara de visualizacién de luz ultravioleta UVP
Espectrofotometro UV-VIS Dual Beam 8 Auto Cell LABOMED, INC
Estufa para secado PRECISION

Hot Plate con agitador magnético CIMAREC

Equipo HPLC

Incubadora WISECUBE

Lampara de luz ultravioleta UVP (254 — 365 nm)

Licuadora OSTERIZER

Liofilizador TELSTAR CRYODOS

Malla de Calentamiento GLAS-COL

Micropipetas EPPENDORF

Purificador de agua MILLIPORE

Rotavapor HEIDOLPH LABOROTA 4001

Secador de hojas artesanal

Super Congelador DR. DAREI

SPSS 15 para Windows, Microsoft EXCEL, Microsoft WORD, y Microsoft

PowerPoint.
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2.6 Procedimientos

Obtencién de la
muestra

v

Secado y
Pulverizado

Tamizaje
Desengrasado ) P
fitoquimico
y y
Maceracion Hidrolisis acida
Alcohdlica

v

Determinacion de
la humedad

Liofilizacién

Analisis de datos

} l

Reaccion con
cloruro férrico

Cromatografia en
capa fina

v

Cuantificacion de
Fenoles Totales

v

Determinacion de
actividad antioxidante

DPPH
Alimentos

v

Determinacion de actividad antibacteniana
Staphylococcus aureus y Salmonella spp.

Cromatografia
HPLC

Figura 2.1 Diagrama de bloques general de los procedimientos
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2.6.1 Determinacién de la humedad de las bracteas de alcachofa

El método sugerido por Naranjo (2008), en comunicacion personal,
establecié que para determinar la humedad de las bracteas de alcachofa se
realiza el proceso en capsulas de porcelana: limpias y taradas durante una
noche en estufa a una temperatura de 105-110°C. Después, sacar las
capsulas de la estufa, enfriar en desecador con silica granulada vy
deshidratada durante 30 minutos.

Pesar las capsulas vacias y luego adicionar aproximadamente 2 — 3 g
de bracteas de alcachofa.

Secar las muestras en la estufa durante 4 horas a una temperatura de
105-110°C. Sacar las capsulas y dejarlas en desecador durante 30 minutos.

Pesar las capsulas con la muestra seca hasta peso constante

Calcular el porcentaje de humedad y el peso seco de muestra.

Para determinar el porcentaje de humedad se utiliza la siguiente férmula:

peso humedo — peso seco
% Humedad = 5650 himedo x 100

2.6.2 Secado de las bracteas

El método sugerido por Naranjo (2008), en comunicacion personal para
el secado de las bracteas de alcachofa manifestd que estas deben ser
almacenadas durante 10-15 dias, espaciadamente en un lugar seco, oscuro y
a temperatura ambiente para que los principios activos no sufran alteraciones.
Es necesario vigilar las bracteas y moverlas para permitir un buen secado y
evitar un proceso de pudricion por hongos.

Un método adicional para secar las bracteas de alcachofa es someterlas
a un secado rapido a una temperatura no mayor a 40°C en el secador
artesanal de hojas durante varias horas, hasta que estas queden crujientes.
Cuando el material vegetal se encuentra seco, se lo pulveriza utilizando un

molino y un tamiz para recuperar la muestra molida.
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2.6.3 Desengrasado de la muestra

Segun Naranjo (2008), mediante comunicacién personal, para
desengrasar las muestras de bracteas de alcachofa molidas, es necesario
dejarlas en maceracion dentro de envases de vidrio ambar con hexano
durante 2 semanas, para que se extraigan las grasas y los componentes
apolares que puedan interferir en las pruebas de actividad que deben
realizarse posteriormente. Después de ese tiempo se debe retirar el hexano
del envase y dejar que evapore el residuo de solvente de la muestra. El
hexano extraido puede ser recuperado en el rotavapor.

Se puede realizar el desengrasado mediante un equipo de extraccion
Soxhlet, pero segun Braca (2008), mediante comunicacion personal, la mejor
forma es realizarlo a temperatura ambiente para evitar la alteracion o

destruccion de principios activos.

2.6.4 Extraccion de principios activos
2.6.4.1 Liofilizacion

El protocolo sugerido por Cardenas (2008), en comunicacion personal,
establecié que para liofilizar bracteas de alcachofa se deben pesar 50 g de
bracteas de alcachofa, licuar con 1 L de agua destilada desionizada hasta
conseguir homogeneidad, y dejar reposar el licuado durante unos minutos
para sedimentar la fibra. En esta etapa se van a observar tres fases dentro de
la licuadora, una es la fibra localizada en el fondo, otra es la espuma formada
por las saponinas presentes en las bracteas de alcachofa, y la ultima es el
extracto acuoso de color marron.

Después, verter cuidadosamente el contenido de la licuadora en los
envases de vidrio, aproximadamente 200 mL de extracto por envase,
utilizando gasas esterilizadas como filtro, para que estas retengan la fibra de
alcachofa que no sedimenté.

Antes de poner los envases de vidrio en el liofilizador es necesario
congelar el contenido de los mismos en las paredes, para que haya una
mayor superficie de contacto con el vacio y la baja temperatura generada por
el equipo, y de esta manera el proceso sea mas rapido. Este congelamiento

se lo realiza en un supercongelador, para esto se recomienda utilizar menos
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volumen de extracto acuoso por envase. El congelado tendra a una
temperatura aproximada de - 73°C.

Con los envases y los extractos congelados, preparar el liofilizador,
limpiandolo y estabilizandolo a 0.034 mBar y - 71°C. La estabilizacion del
liofilizador dura aproximadamente diez minutos. Después, se debe poner los
envases de vidrio en las tomas del liofilizador y abrir la valvula de vacio.

Finalmente, dejar el equipo en funcionamiento durante 24 o 48 horas,
hasta que todo el contenido de los envases haya sido transformado en polvo
de color marrén. Una vez terminado el procedimiento se debe almacenar el

liofilizado en envases limpios, secos y bien cerrados.

2.6.4.2 Maceracion con Etanol

Este procedimiento sugerido por Naranjo (2008), en comunicacion
personal, establecié que después de desengrasar las bracteas de alcachofa
durante 2 semanas en hexano, se debe poner a la muestra en maceracion
con etanol al 99.6% durante 4 semanas, tomando aproximadamente 50 mL de
alcohol por cada 10 g de muestra. Cada semana se debe cambiar el alcohol
para evitar la saturacion del solvente y permitir una extraccion continua de los
principios activos. También se prepar6 un extracto hidroalcohdlico de bracteas
de alcachofa utilizando una solucién hidroalcohdlica al 70%. El procedimiento
fue el mismo que para el extracto alcohdlico puro. Ambos extractos, el
alcohdlico y el hidroalcohdlico deben ser concentrados en el rotavapor en
condiciones de vacio y a una temperatura no mayor a 40 °C para conservar
los principios activos.

Las muestras en maceracion y los recuperados deben estar
almacenados en envases de vidrio, a temperatura ambiente y protegidas de la

luz solar.

2.6.4.3 Hidrdlisis acida

El método sugerido por Naranjo (2008), en comunicacion personal,
establecid que para realizar la hidrdlisis acida de las bracteas de alcachofa se
deben pulverizar 15 g de bracteas de alcachofa y ponerlas en contacto con
200 mL una solucion de acido clorhidrico (HCI) 6N. Para preparar la solucion
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de HCI 6N, se deben mezclar dos volumenes iguales de HCl y de agua
destilada, esto porque el HCI utilizado viene en una concentracion 12N.

Una vez preparada la solucién, se vierte sobre la muestra y se deja en
maceracion en un balén de vidrio durante 3 dias con el fin de que las bracteas
pulverizadas se pongan en contacto con el acido, de esta manera se
romperan los glicosidos (azucares) para liberar los compuestos fendlicos
presentes en forma de agliconas. Después de los 3 dias de maceracion, se
pone el balén en una malla de calentamiento, acoplada a un refrigerante para
dejar el sistema en reflujo durante 12 horas. El sistema debe tener una
temperatura en la cual el HCI 6N no pueda evaporarse.

Como método alternativo, otra muestra de bracteas de alcachofa
pulverizadas se deja en maceracion con la solucién de HCI 6N durante 3
semanas, a temperatura ambiente y en la oscuridad, para poder determinar
de qué manera influye el calor en el proceso de extraccion.

Acabada la hidrdlisis acida se debe filtrar la solucién obtenida usando
lana de vidrio, y luego de filtrar se debe neutralizar la solucion con bicarbonato
de sodio (NaHCOs3), hasta que el pH sea neutro. El hidrolizado debe ser
almacenado en un envase de vidrio. Los extractos obtenidos deben ser
concentrados en el rotavapor en condiciones de vacio y a una temperatura no

mayor a 40 °C para conservar los principios activos.

2.6.5 Caracterizacién
2.6.5.1 Tamizaje fitoquimico
Una muestra de bracteas de alcachofa, secas y pulverizadas, fue
enviada al laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Politécnica
Salesiana (UPS) de Quito, donde se realizé un tamizaje o “screening’
fitoquimico en el cual se identificaron cualitativamente los metabolitos
secundarios presentes en las bracteas, el analisis estuvo a cargo del MSc.

Wilson Tapia.

2.6.5.2 Cromatografia en Capa Fina
La cromatografia en capa fina del extracto de bracteas de alcachofa se
realizé segun el procedimiento indicado por Naranjo (2009), en comunicacion

personal. En el primer paso se prepard la fase mévil con butanol, acido
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acético glacial y agua destilada en la proporcion (4:1:5) y se la coloc6 dentro
de la camara cromatografica, se aplicaron las muestras de los estandares de
acido cafeico, acido clorogénico, quercetina y el extracto de bracteas de
alcachofa en la cromatoplaca de silica gel, utilizando capilares de vidrio, esto
con el fin de poder identificar alguno de estos compuestos en el momento de
observar la cromatoplaca en la camara de luz UV.

Preparada la placa se realiza corrida en la camara cromatografica hasta
por lo menos dos centimetros del limite superior. Una vez finalizado el
recorrido de la fase movil se sacé la placa de la camara, se la dejo secar
durante 30 minutos y se la observé dentro de la camara de luz UV ajustando
la lampara a 365 nm de longitud de onda.

Finalmente se debe medir el factor de retardo “Rf” de cada uno de los

compuestos revelados en las placas. La formula para calcular el Rf es:

distancia recorrida por el compuestos desde el origen
~ distancia recorrida por el frente eluyente desde el origen

2.6.5.3 Cromatografia HPLC

El analisis del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico mediante HPLC fue
realizado en el laboratorio de Productos Naturales de la Universidad
Politécnica Salesiana UPS de Quito, el analisis estuvo a cargo del MSc.
Wilson Tapia. Los estandares de compuestos fendlicos utilizados fueron acido
cafeico (acido 3,4-dihidroxicinamico), acido clorogénico (acido 3-Cafeilquinico)

y quercetina.

2.6.6 Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos
2.6.6.1 Reaccioén con Cloruro férrico (FeCl;)

Para determinar cualitativamente la presencia de compuestos fendlicos
en los extractos de bracteas de alcachofa se disolvié una fraccion del extracto
en 1 mL de etanol y se afadié 0,5 mL de una solucién de cloruro férrico
(FeCls3) al 5% en solucion salina. La aparicién de un color o precipitado verde
oscuro indica la presencia de fenoles y/o taninos. Para extractos acuosos la
aparicion de un color rojizo demuestra la presencia de compuestos fendlicos

(Naranjo, n.f.)
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2.6.6.2 Determinacion de fenoles totales con el reactivo de Folin-
Ciocalteu

Para determinar el contenido de fenoles totales de los extractos de
bracteas de alcachofa se utilizé el procedimiento de Rivero (2006) con ciertas
modificaciones. En primer lugar se realizdé una curva de calibracion con una
solucién metandlica de un compuesto fenodlico estandar (Quercetina), la cual
fue diluida desde una concentracion de 2 mg/mL hasta 0,2 mg/mL en
intervalos de 0,2 mg/mL, midiendo la absorbancia de cada dilucién a 760nm.
Con estos datos se elabord la curva de calibracion para determinar la
concentracion de fenoles totales en equivalentes de quercetina (EQT).

La ecuacion de la regresion lineal utilizada fue:

y=ax+b

y= Abs760qm

x= concentracion de fenoles totales en equivalentes de quercetina (EQT)

Despejando x:

_y-b
[EQT] = —

El procesamiento de las muestras, para estandar y extractos, consistio
en mezclar dentro de un balén aforado 1 mL de muestra y 0,5 mL del reactivo
de Folin-Ciocalteu, agitar y esperar que pase 1 minuto (no mas de 8) para
agregar 1,5 mL de carbonato de calcio (CaCO3) y 7mL de agua destilada,
llegando a un volumen final de 10 mL. Para este procedimiento es
recomendable usar una Micropipeta de 2500 uL de capacidad.

Después de 2-3 horas de reposo a temperatura ambiente y en la
oscuridad, la reaccion provocara que la mezcla se torne de color azul oscuro,
debido a la formacion de sales de tungsteno y molibdeno provenientes del
reactivo de Folin-Ciocalteu.

Después se midié la absorbancia de cada muestra diluyendo una
alicuota de la mezcla con agua destilada (1:20), esto porque el color azul es
muy intenso y no puede ser medido directamente por el espectrofotémetro.

Las diluciones deben hacerse siempre con micropipetas.
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Finalmente, obtenidos los datos de absorbancia de los extractos se
reemplazé el valor de la absorbancia en la ecuacién obtenida mediante la
regresion potencial y el resultado es el contenido de fenoles totales expresado

en equivalentes de quercetina (EQT). Cada ensayo se realiz por triplicado.

Para calcular la concentracién de fenoles totales por cada 100 g de

bracteas frescas se utilizé la siguiente formula:

mg
EQT (—)] * mL extracto) 100
EQT : _ ([ mL
Mg =="/10pg Précteas frescas g muestra fresca ¥ g muestra fresca

2.6.7 Determinacidn de la actividad antioxidante
2.6.7.1 Radical libre DPPH (2,2-difenil,1-picrilhidracilo)

Para determinar actividad antioxidante de los extractos de bracteas de
alcachofa se utilizdé el procedimiento de Rivero (2006). En primer lugar se
realizé una curva de calibracién con una solucion metandlica del radical libre
DPPH, la cual fue diluida desde una concentracién de 0,1 mM hasta 0,01 mM
en intervalos de 0,02 mM, midiendo la absorbancia de cada dilucién a 517nm.
Estos datos sirven para obtener la ecuaciéon de concentracion de DPPH a

partir de la regresion lineal de la curva de calibracion.

La ecuacion de la regresion lineal utilizada fue:
y=ax+b

y= Abss17qm

x= concentracion de DPPH

Despejando x:

—b
[DPPH] ==

Para medir el poder antioxidante de cada extracto se procedié a mezclar
50 yL de extracto con 2 mL de solucién 0,1 mM de DPPH en una celda de
cuarzo donde se midi6é la variacion de la absorbancia a 517nm durante 30

minutos.
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Para determinar la ECso de cada extracto se hicieron varias diluciones
de cada uno y se tomaron los datos de concentracién final del DPPH después
de 30 minutos. Con esos datos se realizaron regresiones lineales, de las
cuales se obtuvieron ecuaciones en donde se reemplazo el valor de x por
0,05 el cual corresponde a la concentracion media de la solucién 0,1TmM de
DPPH, para obtener el valor de y, el que indica la dilucion necesaria para

obtener la ECsy.

2.6.7.2 Prueba con alimentos

Para determinar el efecto de los extractos de bracteas de alcachofa
contra la oxidacion en alimentos, se utilizé banano, aguacate, pera y
manzana, a los cuales se les hicieron cortes para poder aplicar los extractos
sobre su superficie. Después de 5 horas se observo cual fue el efecto de los
extractos versus el control que no tenia nada aplicado y versus el conservante

comercial.

2.6.8 Determinaciéon de la actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus 'y Salmonella spp.

Para determinar si los extractos de bracteas de alcachofa tienen
actividad antibacteriana se utilizé el método de difusidon en agar por discos
(Cavalieri, 2005), mediante el cual, la presencia de un halo de inhibicion en el
cultivo bacteriano demuestra que el extracto sirve como agente
antibacteriano.

Para realizar esta prueba fue necesario conseguir muestras de cepas
puras de Staphylococcus aureus, y Salmonella spp. del laboratorio de
microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito. Para tener la certeza
de que las bacterias eran las correctas fue necesario hacer la tincion Gram a
ambas muestras.

El medio de cultivo que se debe utilizar para este tipo de estudio es el
agar Mueller-Hinton. Su preparacion consiste en diluir 38 g de medio Mueller-
Hinton en 1 L de agua purificada, dejar hervir hasta que se disuelva todo,
autoclavar durante 15 minutos a 15 psi y dejar enfriar a 45-50°C. Una vez
preparado el medio se debe utilizar un dispensador autoclavado para distribuir

25 mL en cada una de las cajas petri (10 cm @), de esta forma todas tendran

35



4 mm de altura de agar. Las cajas pueden ser almacenadas, con la tapa hacia
abajo, a 2-8°C en el refrigerador.

El inéculo de bacterias utilizado para esta prueba debe ser exacto, por
eso es necesario estandarizarlo mediante la comparacion con una solucion de
turbidez conocida, como McFarland 0,5 equivalente a 1,5x10® UFC/mL
aproximadamente. Para preparar la solucién McFarland 0,5 se deben mezclar
0,5 mL de cloruro de bario dihidratado (1,18 % p/v) con 99,5 mL de &acido
sulfarico (1% v/v), y agitar con el vortex hasta que el precipitado quede
uniformemente esparcido. La absorbancia a 625nm de esta solucion debe
estar entre 0,08 y 0,1. Esta solucion debe ser agitada cada vez que vaya a
hacerse una medicion o una comparacion visual.

Las cepas puras de S. aureus y Salmonella spp. fueron sembradas e
incubadas en caldo de cultivo tripticasa soya (TSB) a 35°C durante 18-24
horas. La turbidez del caldo debe ser igualada a la turbidez de la solucién
McFarland aumentando la cantidad de caldo hasta que se vean iguales y su
absorbancia sea igual a la del estandar. De esta forma sabremos que el
in6culo de bacterias sera el mismo en todas las cajas.

Las concentraciones de los extractos a probarse fueron de 100%, 75%,
50%, y 25% diluidos en Dimetil sulféxido (DMSO), el control negativo del
experimento fue DMSO vy el control positivo fue conservante de enlatados, el
cual contiene agua (94,1%), sal (4,4%) y acido ascérbico (1,5%). Cada
sustancia fue vertida en una caja petri estéril con algunos discos de papel

filtro, con el fin de que los discos las absorban.

Con todos los elementos listos, se procedié a inocular 100 uL de las
bacterias del caldo ajustado a McFarland 0,5 en las cajas petri con agar
Mueller-Hinton utilizando un asa de vidrio para esparcirlas, asegurandose de
cubrir toda la superficie para obtener un buen crecimiento. Una vez
sembradas las bacterias se introducen los discos empapados de los extractos
en sus diferentes diluciones y los respectivos controles como lo indica la

figura 2.2.
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Figura 2.2. Posicion de los discos para la prueba de actividad antimicrobiana.

Las cajas fueron incubadas a 35°C durante 18-24 horas con la tapa
hacia abajo. Al dia siguiente se midieron los halos de inhibiciéon formados en

los medios con una regla especial para el efecto.

2.7 Analisis de Datos

Para la determinacion de humedad, contenido de fenoles totales, y
actividad antioxidante de los extractos de bracteas de alcachofa se
calcularon promedios, desviacion estandar y error de muestreo de los datos

obtenidos.

Para el analisis del contenido de fenoles totales presentes en los
extractos de bracteas de alcachofa se realiz6 un ANOVA de un factor para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos, y también una
prueba de Tukey para agruparlos y encontrar el mejor tratamiento para

extraer compuestos fendlicos.

Para la determinacion del poder antioxidante de los extractos de
bracteas de alcachofa se realizd un ANOVA de un factor para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos, y también una prueba de
Tukey para agruparlos y encontrar el mejor extracto reductor de
concentracion de radical libre DPPH. Después se determind la correlacion,
mediante el analisis de Pearson, entre la concentracién de fenoles totales y
la concentracion final de radical libre DPPH para determinar si la actividad
antioxidante esta relacionada con el contenido de fenoles totales.
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Para la prueba de actividad antibacteriana de los extractos de bracteas
de alcachofa se realiz6 un ANOVA factorial para determinar diferencias entre
los extractos utilizados y también una prueba de Tukey para agruparlos y
encontrar el extracto de mejor actividad antibacteriana frente a S. aureus y

Salmonella spp.

El analisis de los datos fue realizado en los programas Microsoft
EXCEL y SPSS v.15 para Windows.
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3 RESULTADOS

3.1 Determinacién de la humedad de las bracteas
Las bracteas de alcachofa tienen 85,07% (+0,646) de humedad.

Tabla 3.1 Datos para determinar de la humedad de las bracteas de alcachofa.
(Duefias, 2009)

Muestra humeda Muestra seca Peso de Agua % de

Humedad
Muestra 1 2,5601 0,3887 2,1714 84,82
Muestra 2 2,7165 0,4162 2,3003 84,68
Muestra 3 2,9675 0,4235 2,5440 85,73
Humedad Promedio 85,07
Desviacion Estandar 0,570

Error de muestreo + 0,646

Datos expresados en gramos (g) y porcentaje (%).

3.2 Secado de las bracteas de alcachofa
Las bracteas de alcachofa perdieron 84,35% (+0,471) de agua al estar

protegidas de la luz solar y a temperatura ambiente durante 10 dias.

Tabla 3.2 Datos de pérdida de humedad de las bracteas de alcachofa a temperatura
ambiente. (Duenas, 2009)

Muestras Promedio
% perdido

Dia1 13,533 17,657 9,109 8,636 15,192 7,885 0
Dia2 6,003 5,267 - - - - 62,91
Dia 3 - 3,655 - - - - 79,30
Dia 4 - 3,286 - - - - 81,39
Dia 5 - - 1,602 1,504 2,942 1,374 82,05
Dia6 2,213 - 1,530 1,384 2,560 1,272 83,56
Dia7 2,195 - 1,519 1,314 2,380 1,241 84,10
Dia8 2,145 - 1,513 1,329 2,316 1,235 84,25  Dpesviacion  Error de
Dia 9 - - 1,509 1,326 2,287 1,229 84,36 Estandar muestreo
Dia10 - - 1,511 1,325 2,288 1,229 84,35 0,481 0,471

Datos expresados en gramos (g) y porcentaje (%)
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3.3 Caracterizacion de los extractos

3.3.1 Tamizaje o “screening” fitoquimico

El screening fitoquimico realizado a la muestra de bracteas de alcachofa

en el laboratorio de productos naturales de la Universidad Politécnica

Salesiana (UPS) se resume en la cuadro 3.1.

Cuadro 3.1 Resumen del tamizaje fitoquimico realizado a las bracteas de alcachofa

(Duenas, 2009)

Fase Compuestos Presencia
Etérea Agliconas Flavonoides +
Etérea Carotenoides +

Alcohdlica Cumarinas +
Acuosa, Alcohdlica Taninos catéquicos +
Alcohdlica Esteroles +
Acuosa Flavonoides +
Acuosa Saponinas +
Acuosa Compuestos reductores +

+ Presencia de compuestos

Segun estos resultados, el polvo de bracteas de alcachofa contiene

compuestos fendlicos tales como flavonoides,

cumarinas y taninos

catéquicos, aparte de otros tipos de compuestos como azucares reductores,

saponinas, esteroles, y carotenoides.

Alcaloides, antocianidinas, lactonas y mucilagos no fueron hallados en el

screening.
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3.3.2 Reaccion con Cloruro férrico (FeCl;)
La reaccion de los extractos de bracteas de alcachofa con cloruro férrico
determind que el extracto alcohdlico, hidroalcohdlico y los hidrolizados poseen

compuestos fendlicos como parte de su composicion.

Cuadro 3.2 Determinacion cualitativa de la presencia de compuestos fendlicos

mediante la reaccién de los extractos con cloruro férrico. (Duefas, 2009)

Extracto Resultado
Alcohdlico +
Hidroalcohélico +
Hidrolizado sin calor +
Hidrolizado con calor y liofilizado -

+ Presencia de compuestos fendlicos

- Ausencia de compuestos fendlicos

3.3.3 Cromatografia en Capa Fina

En el cromatograma del extracto alcohdlico (Figura 3.1) se observd una
banda que corresponde al acido clorogénico. También se observaron otras
dos bandas entre las de los estandares de acido cafeico y clorogénico que

corresponden otro tipo de compuestos. La banda roja con Rf 0,98 es clorofila.

’ 0,97
\ Ac. Cafeico 0,96
\ 0,84

0,71
\ Ac. clorogénico 0,54 0,59

Figura 3.1 Cromatograma del extracto alcohdlico. (Duefias, 2009)

(a: acido clorogénico; b: acido cafeico)

En el cromatograma del extracto hidroalcohdlico (Figura 3.2) se observd

una banda que corresponde al acido clorogénico, la cual se presenta mucho
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mas clara y definida que la del extracto alcohdlico. También se observaron
otras dos bandas, igualmente mejor definidas, entre las de los estandares de
acido clorogénico y acido cafeico que corresponden a compuestos

desconocidos. La banda roja con Rf 0,99 es clorofila.

, 0,99
Ac. Cafeico 0,95

0,82
0,65
Ac. clorogénico 0,54 0,52

Figura 3.2 Cromatograma del extracto hidroalcohélico. (Duefas, 2009)

(a: acido clorogénico; b: acido cafeico)

Los Rf de los estandares de los estandares y de los extractos alcohdlico
e hidroalcohdlico son muy parecidos, los diferencia la intensidad y la claridad
de sus bandas. Por esta razén es posible afirmar que ambos extractos

poseen los mismos compuestos.

En el cromatograma del hidrolizado sin calor (Figura 3.3) se observaron

3 bandas, una de las cuales corresponde al acido cafeico.

N

\ Ac. Cafeico 0,95 0,90
0,76

Ac. clorogénico 0,53

\ 0,42

Figura 3.3 Cromatograma del hidrolizado sin calor. (Duefias, 2009)

(a: acido clorogénico; b: acido cafeico)
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En el cromatograma del hidrolizado con calor no se observo separacion
alguna. El tratamiento de las bracteas con HCl 6N y temperatura mayor a
40°C no sirvio para elaborar un extracto que contenga compuestos fendlicos.

En los cromatogramas de los hidrolizados no se identificé la presencia

de clorofila.

En el cromatograma del liofilizado no se observé ninguna banda, solo
una mancha a lo largo del recorrido del eluyente. No se determinaron valores

de Rf de compuestos del liofilizado.

La tabla 3.3 resume los valores calculados de los Rf en todos los

cromatogramas.

Tabla 3.3 Rf de los compuestos identificados en los cromatogramas. (Duefas,
2009)

Alcohdlico Hidroalcohdlico Hidrolizado sin calor
Ac. Cafeico 0,96 0,95 0,95
Ac. clorogénico 0,54 0,54 0,53
0,84 0,82 0,90
Muestra 0,71 0,65 0,76
0,59 0,52 0,42

3.3.4 Analisis Cromatografico por HPLC

El resultado del analisis realizado al extracto alcohdlico mediante HPLC
indica que el tiempo de retencion del acido clorogénico fue 4,06 minutos y su
concentracion 82,8560mg/L. Este extracto no contiene ni acido cafeico, ni
quercetina. ElI cromatograma (Figura 3.4) indica la presencia de otros picos,
los cuales no pudieron ser identificados por no contar con los estandares

necesarios para hacerlo.
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140 EXTRACTO ALCOHOLICO Detector UV Yis Canal 1
gy
10,0 g
7]
5,04 F
2, ’
3I05M.~,-m~»%p
2.
'5-05
3,04 T T T T =
0.00 1,00 2,00 3,0 4,00 5.0 6,00 7,00
No. Ret.Time NOMBRE Area Height Concentracion
min mY mV mg/L
1 4,06 ACIDO CLOROGENICO 147810 3,750 82,8560

Figura 3.4 Cromatograma HPLC del extracto alcohdlico. (Duefias, 2009)

El resultado del analisis realizado al extracto hidroalcohdlico mediante
HPLC indica que el tiempo de retencién del acido clorogénico fue 4,04
minutos y su concentracion 40,0613mg/L. Este extracto no contiene ni acido
cafeico, ni quercetina. El cromatograma (Figura 3.5) indica la presencia de
otros picos, los cuales no pudieron ser identificados por no contar con los

estandares necesarios para hacerlo.

10.0 EXTRACTO HIDROALCOHOLICO Detector UV Vis Canal 1
TV
7.5 3
p
5,0 S
2,54
i (—
0,0 MMMU
-2,5
5,0 '
8.0 T T T T T T o
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 5,00 7,00
No Ret.Time NOMBRE Area Height Concentracion
min mY mY mg/L
1 4,04 ACIDO CLOROGENICO 0.71467 1.756 40,0613

Figura 3.5 Cromatograma HPLC del extracto hidroalcohdlico. (Duefias, 2009)
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3.4 Determinacion de fenoles totales con el reactivo de Folin-Ciocalteu
La ecuacion para determinar la concentracion de fenoles totales fue
obtenida a partir de regresion lineal de los datos de absorbancia a 760nm del
estandar de quercetina (Tabla 3.4). La regresion lineal (Figura 3.6) tuvo R? =
0,9647.

Tabla 3.4 Datos de Abs760nm de las diluciones del estandar Quercetina. (Duenas,
2009)

Concentracion
Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3

Muestra (Abs760nm) (Abs760nm) (Abs760nm) Quercetina
(mg/mL)
1 0,092 0,093 0,098 0,20
2 0,159 0,164 0,161 0,40
3 0,211 0,210 0,212 0,60
4 0,231 0,233 0,231 0,80
5 0,245 0,245 0,245 1,00
6 0,263 0,260 0,265 1,20
7 0,292 0,294 0,292 1,40
8 0,325 0,328 0,324 1,60
9 0,350 0,353 0,351 1,80
10 0,375 0,370 0,378 2,00

No fue posible cuantificar el contenido de fenoles totales del liofilizado
debido a que los valores de absorbancia obtenidos estan fuera del rango de

los datos de las concentraciones del estandar.
La ecuacioén obtenida de la regresion lineal fue:

Abs760nm — 0,1009
1,1401

[eq quercetina] =
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Curva de calibracion QUERCETINA
0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
£
S 0,250 - ¢ Curva de calibracién
E 0,200 - QUERCETINA
< Lineal (Curva de calibraciéon
0,150 - QUERCETINA)
y =0,1401x + 0,1009
0,100 - . 2=0,9647
0,050 -
0,000 f f f f } !
0,00 0,40 0,80 1,20 1,60 2,00 2,40
Concentracion QUERCETINA (mg/mL)

Figura 3.6 Curva de calibracién Quercetina, regresion lineal. (Duefias, 2009)

Los valores de absorbancia de las muestras y las concentraciones de
fenoles totales obtenidas durante el procedimiento de cuantificacion con el

reactivo de Folin-Ciocalteu se presentan en la Tabla 3.5y 3.6.

Tabla 3.5 Datos de Abs760nm de la reaccién con el reactivo de Folin-Ciocalteu de
los extractos de bracteas de alcachofa. (Duefnas, 2009)

Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3

Extracto (Abs760nm) (Abs760nm) (Abs760nm)
Alcohdlico 0,300 0,308 0,301
Hidroalcohdlico 0,320 0,328 0,328
Liofilizado M 0,015 0,019 0,017
Hidrélisis con calor 0,101 0,100 0,102
Hidrdlisis sin calor 0,166 0,166 0,169

N.C.: Concentracion de fenoles totales no cuantificable. Valores fuera de rango.
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Tabla 3.6 Concentracion de fenoles totales en equivalentes de quercetina (EQT)

como mg EQT/100g de bracteas frescas. (Duefas, 2009)

Desviacion Error de
Muestra Fenoles totales Promedio i
Estandar muestreo
Alcohdlico 0,151 0,157 0,152 0,153 0,00331 0,004
Hidroalcohdlico 0,156 0,162 0,162 0,160 0,00330 0,004
Hidroélisis con calor 0,000 0,000 0,002 0,001 0,00130 0,001

Datos expresados en mg EQT/100g bracteas frescas

La tabla 3.7 muestra los valores obtenidos de la concentraciéon de
fenoles totales en equivalentes de quercetina (EQT) como mg EQT/100g de

bracteas frescas y en concentracion uM/g bracteas frescas.

Tabla 3.7 Concentracion de fenoles totales de los extractos de bracteas de

alcachofa. (Duenas, 2009)

Extractos mg EQT/100g bracteas frescas
Alcohélico 0,153 (+0,004)
Hidroalcohélico 0,160 (£0,004)
Hidrolisis con calor 0,001 (+0,001)
Hidrélisis sin calor 0,142 (+0,004)

De acuerdo a los resultados de los andlisis, el extracto que presenta
mayor concentracién de fenoles totales en equivalentes de quercetina es el
extracto hidroalcoholico (0,160mg/100g bracteas frescas), seguido de la
concentracion del extracto alcohdlico (0,153mg/100g bracteas frescas), del
hidrolizado sin calor (0,142mg/100g bracteas frescas) y finalmente del

hidrolizado con calor (0,001mg/100g bracteas frescas).

El analisis estadistico de los valores de concentracion de fenoles totales

se encuentra en las tablas 3.8 y 3.9
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Tabla 3.8 ANOVA de los resultados de concentracion de fenoles totales en EQT.
(Duenas, 2009)

ANOVA
Concentracion de fenoles totales (mg EQT/100 g bracteas frescas)
Suma de Media
cuadrados o] cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,052 3 ,017 1725,456 1,39E-011
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,052 11

El ANOVA indica que las medias poblacionales de cada tratamiento son
diferentes significativamente una de otra. Esto quiere decir que cada método
de extraccion va a tener una concentracién de fenoles totales diferentes.

El coeficiente de variacion calculado fue de 2,77%, este valida el estudio
realizado porque demuestra que el error humano y el experimental no tuvieron
efecto sobre los datos obtenidos. El maximo valor aceptable del coeficiente de

variacion para estudios de laboratorio es de 8%.

Tabla 3.9 Analisis de subconjuntos homogéneos de la concentracion de fenoles
totales en EQT. (Duenas, 2009)

Concentracion de fenoles totales (mg EQT/100 g bracteas frescas)

Subconjunto para alfa = .05
N 1 2 3

DHS de Tukey Tratamientos Extracto Hidroalcohdlico 3 ,16000
Extracto Alcohdlico 3 ,15333

Hidrolizado sin calor 3 ,(14133
Hidrolizado con calor 3 ,00067
Sig. ,120 1,000 1,000

El analisis de subconjuntos homogéneos indica que los mejores
tratamientos para elaborar un extracto de bracteas de alcachofa con alto
contenido de fenoles totales son los extractos, alcohdlico e hidroalcohdlico,
seguidos del hidrolizado sin calor. El hidrolizado con calor es el ultimo

tratamiento en esta agrupacién por tener la menor concentracion.
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3.5 Determinacion de la actividad antioxidante
3.5.1Reaccién con el radical libre DPPH (2,2-difenil,1-
picrilhidracilo)
Al realizar la curva de calibracion con los valores de las diluciones del
radical DPPH (Tabla 3.10) se elabor6é la regresién lineal (Figura 3.7),

reportando un valor de R? = 0,99.

Tabla 3.10 Datos de Abs517nm de las diluciones de DPPH. (Duefias, 2009)

Muestra Medicion 1 Medicioén 2 Medicién 3 Promedio Concentracién
(Abs517nm) (Abs517nm) (Abs517nm) DPPH (mM)
1 1,129 1,133 1,137 1,133 0,1
2 0,890 0,894 0,896 0,893 0,08
3 0,674 0,676 0,677 0,676 0,06
4 0,437 0,440 0,440 0,439 0,04
5 0,221 0,223 0,223 0,222 0,02
6 0,089 0,088 0,088 0,088 0,01

La ecuacién obtenida de la regresion lineal fue:

Abs517nm + 0,0181

[DPPH] = 11,484

El valor de Abs 517nm que equivale a una concentracién de DPPH de
0,05mM es 0,556. Este valor es muy importante para determinar la ECsy de

los extractos con actividad antioxidante.

Las mediciones de la disminucion de la Abs 517nm del radical libre
DPPH se encuentran en la tabla 3.11, donde también se pudo encontrar la
concentracion final del radical DPPH después de 30 minutos de reaccidn con

los extractos elaborados a partir de bracteas de alcachofa.
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Curva Calibracion DPPH

1,200 +

1,000 -
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y =11,484x - 0,0181
2 =
0,200 R? =0,9997
0,000 -+ ; . i ) ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 012

Concentracion DPPH (mM)

Figura 3.7 Curva de calibracién DPPH, regresién lineal. (Duefias, 2009)

Tabla 3.11 Datos de la reduccién de la Abs517nm del radical libre DPPH. (Duenas,
2009)

Tiempo de reacciéon (minutos)

Concentracion

Muestra 0 5 10 15 20 25 final DPPH (mM)
Alcohdlico 1,130 0,096 0,078 0,079 0,079 0,080 0,080 0,0085
Hidroalcohélico 1,135 0,210 0,180 0,165 0,130 0,099 0,082 0,0087
Liofilizado 1,131 1,084 1,081 1,083 1,083 1,083 1,084 0,0960
Hidrdlisis con calor 1,140 1,062 1,037 1,025 1,020 1,017 1,012 0,0897
Hidrolisis sin calor 1,137 1,027 0,999 0,983 0,976 0,972 0,965 0,0856

Datos expresados en Abs 517nm y en concentracion mili molar (mM)

Esta tabla de resultados demuestra que el extracto alcohdlico e
hidroalcohdlico reducen una buena concentracion del radical DPPH, mientras
que el resto de extractos no disminuyen la concentraciéon de la misma

manera.

50



Tabla 3.12 Concentracion final de la solucion 0,1mM de radical libre DPPH. (Duefias,
2009)

Concentracion final Desviacion Error de

Muestra Promedio
DPPH Estandar muestreo
Alcohdlico 0,0085 0,0090 0,0085 0,0087 2,80E-04 3,17E-04
Hidroalcohdlico 00,0087 0,0088 0,0090 0,0088 1,33E-04 1,51E-04
Liofilizado 0,0960 0,0954 0,0957 0,0957 3,06E-04 3,46E-04
Hidrdlisis con calor 0,0897 0,0894 0,0898 0,0896 2,30E-04 2,61E-04
Hidrélisis sin calor 0,0856 0,0859 0,0860 0,0858 2,19E-04 2,48E-04

Resultados expresados en concentracion mili molar (mM)

Reduccion delradical libre DPPH

1,200 +

0,800 -

—#=Extracto Alcohdlico

—=—Extracto Hidroalcohdlico

£
E 0,600 —4=—Extracto Liofilizado
L
a ~e—Hidrolizado con calor
=T
—+=Hidrolizado sin calor
0,300 -
0,000 - ; . i : _ i
0 5 10 15 20 25 30

Tiernpo de reaccion (min)

Figura 3.8 Curvas de reduccién de la Abs517nm de la solucién 0,1'mM del
radical DPPH. (Duefas, 2009)

Las figuras 3.9 y 3.10 indican la reduccion de DPPH tanto en

concentracion como en porcentaje.
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Concentracian DPPH (mh )

0,1000 -

0,0750 -

0,0500 -

0.0250 -

0.0000 +

Reduccion delradical libre DPPH

0,0085 0,0087
mM mM
Alcohdlico Hidroalcohtlico Liofilizado Hidrdlisis con calor Hidrolisis sin calor

Extractos

Figura 3.9 Reduccién de la concentracion de radical DPPH. (Duefias, 2009)

% redduccién DPPH

100

Reduccion del radical libre DPPH

Alcohdlico Hidroalcohdlico Liofilizado Hidralisis con calor Hidrélisis sin calor

Extractos

Figura 3.10 Porcentaje de reduccién de la concentracion de radical DPPH.

(Duerias, 2009)

El extracto alcohdlico e hidroalcohdlico redujo la concentracion de radical

DPPH en 91,46% y 91,28%, respectivamente, esto indica que poseen la

capacidad de capturar radicales libres del medio en el que se apliquen. Por

otro lado, los hidrolizados de bracteas de alcachofa, aunque presentan una

concentracion importante de fenoles totales no tienen la capacidad de

capturar radicales libres en un gran porcentaje. Esto hace suponer, que el

tratamiento con HCI no es el mas adecuado para elaborar un extracto con

propiedades antioxidantes, y que esta actividad no esta directamente

relacionada con el contenido de compuestos fendlicos. Estos resultados
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también demuestran que el liofilizado de bracteas de alcachofa no posee

actividad antioxidante.

El analisis estadistico de los resultados de concentracién final del DPPH

se encuentra en las tablas 3.13 y 3.14

Tabla 3.13 ANOVA de los datos de concentracion final de DPPH. (Duefas, 2009)
ANOVA

Concentracién final DPPH (mM)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,024 4 ,006 106510,176 ,000
Intra-grupos ,000 10 ,000
Total ,024 14

El ANOVA indica que las medias poblacionales de cada tratamiento son
diferentes significativamente una de otra. Esto quiere decir que cada extracto
va a tener un efecto diferente sobre la concentracién de DPPH.

El coeficiente de variacion calculado fue de 0,4124%, este valida el
estudio realizado porque demuestra que el error humano y el experimental no
tuvieron efecto sobre los datos obtenidos. EI maximo valor aceptable del

coeficiente de variacion para estudios de laboratorio es de 8%.

Tabla 3.14 Analisis de subconjuntos homogéneos de la concentracion final de DPPH.
(Duefias, 2009)
Concentracién final DPPH (mM)

DHS de Tukey (alfa 0,05)

Subconjunto para alfa = .05

N 1 2 3 4
Extracto Alcohdlico 3 ,0086667
Extracto Hidroalcohdlico 3 ,0088333
Tratamientos Hidrolizado sin calor 3 ,0858333
Hidrolizado con calor 3 ,0896333
Liofilizado 3 ,0957000
Sig. ,906 1,000 1,000 1,000
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El analisis de subconjuntos homogéneos indica que los mejores
tratamientos para elaborar un extracto con propiedades antioxidantes son el
extracto alcohdlico y el extracto hidroalcohdlico, seguidos del hidrolizado sin
calor y con calor, y por ultimo del liofilizado, los cuales no redujeron la

concentracion del radical libre DPPH en gran medida.
Los datos obtenidos para determinar la EC5y del extracto alcohdlico e

hidroalcohdlico se encuentran en la tabla 3.15

Tabla 3.15 Datos de reduccién de concentracion de radical libre DPPH para

determinar la ECsy del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico. (Duenas, 2009)

Dilucién
9 veces 10 veces 11 veces
Extracto Alcohdlico 0,0486 0,0368 0,0298
Extracto Hidroalcohodlico 0,0800 0,0604 0,0487
Datos expresados en concentracién mili molar (mM)
1,250 Reduccion delradicallibre DPPH

Dilucion 1:9

£ 1,000 -
[
~
ﬁ Extracto Alcoholico
)
<L _
0,750 —=Extracto Hidroalcohdlico
0,500
0 10 20 30

Tiermpo de reaccion (min)

\Figura 3.11 Curvas de reduccion de la concentracién del radical DPPH para
determinar la ECsy del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico diluidos 9 veces.
(Duenas, 2009)
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Figura 3.12 Curvas de reduccion de la concentracion del radical DPPH para
determinar la ECs, del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico diluidos 10 veces.
(Duefias, 2009)

Reduccion delradical libre DPPH

1,250 Dilucion 1:11
1,000
£
o ——
~
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€ ===Extracto Hidroalcohdlico
0,500 - — : - |
0 ] 10 15 20 25 30

Tiempo de reaccion (min)

Figura 3.13 Curvas de reduccion de la concentracion del radical DPPH para
determinar la EC5, del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico diluidos 11 veces.
(Duerias, 2009)

Las ecuaciones con las que se calculd la ECsp del extracto alcohdlico e
hidroalcohdlico se obtuvieron de las regresiones lineales (ver figuras 3.15 y

3.16) de los datos de la tabla 3.15.
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Concentracion final DPPH
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Figura 3.14 Regresion lineal de los datos de reduccién de concentracion (mM) de

radical libre DPPH para el extracto alcohdlico. (Duenas, 2009)

Concentracion final DPPH
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Figura 3.15 Regresion lineal de los datos de reduccion de concentracion (mM) de
radical libre DPPH para el extracto hidroalcohdlico. (Duefias, 2009)
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La concentracion eficiente (ECsp) para reducir la concentracion del
DPPH en un 50% es 0,164 mgEQT/mL para el extracto alcohodlico y 0,148

mgEQT/mL para el extracto hidroalcohdlico.

El analisis de correlacion entre la concentracién de fenoles totales y la
capacidad de reducir la concentracion de radical libore DPPH se encuentra en
la tabla 3.16.

Tabla 3.16 Analisis de correlacion entre la concentracion de fenoles totales y la

reduccion de concentracion de radical libre DPPH. (Duefias, 2009)

Correlaciones

Concentracion final Concentracion de
DPPH fenoles totales
Concentracion final  Correlacion de Pearson 1 -,689*
DPPH

Sig. (bilateral) ,013

Suma de cuadrados y ,021 -,023

productos cruzados

Covarianza ,002 -,002

N 12 12
Concentracion de Correlacion de Pearson -,689* 1

fenoles totales

Sig. (bilateral) ,013

Suma de cuadrados y -,023 ,052

productos cruzados

Covarianza -,002 ,005

N 12 12

* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Este analisis indica que existe correlacion media entre la concentracion
de fenoles totales y la capacidad de reducir la concentracién del radical libre
DPPH, esto significa que el analisis solo puede explicar el 50% de correlacion
entre las variables. La interaccién con otras moléculas y las condiciones del
medio también influyen en la capacidad de captacion de radicales libres.

El valor del coeficiente de correlacion de Pearson negativo indica que
mientras mayor sea la concentracion de fenoles totales menor sera la

concentracion final del radical libre DPPH.
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3.5.2 Actividad de los extractos en alimentos
Los extractos probados no protegieron a los alimentos como el banano,
manzana, aguacate y pera del fendmeno de pardeamiento enzimatico porque
los componentes fendlicos de los extractos son sustrato de la reaccién de

pardeamiento al igual que el oxigeno del ambiente.

3.6 Determinacion de la actividad antibacteriana
3.6.1 Actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus'y
Salmonella spp.
La tincion Gram realizada a los cultivos traidos del cepario de la
Universidad San Francisco demostré que efectivamente trabajamos con

Staphylococcus aureus (Gram positiva) y Salmonella spp. (Gram negativa).

Figura 3.16 Tincion Gram de las muestras de Salmonella spp. (1) y

Staphylococcus aureus (2). (Duefas, 2009)
Los datos de la prueba de susceptibilidad de S. aureus frente al extracto

alcohdlico e hidroalcohdlico se muestran en la tabla 3.17.

Tabla 3.17 Datos de las mediciones de los halos de inhibiciéon producidos por el

extracto alcohdlico e hidroalcohdlico en el cultivo de S. aureus. (Duenas, 2009)

Extracto Extracto Extracto Extracto
Control + Control -
100% 75% 50% 25%

16 13 11 0 10 0
Extracto

16 14 12 0 11 0
Alcoholico

15 13 10 0 10 0

16 10 0 10 0
Extracto

17 9 0 11 0
Hidroalcohdlico

16 9 0 11 0

Los datos estan expresados en milimetros (mm).
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Estos datos indican que tanto el extracto alcohdlico como el
hidroalcohdlico poseen actividad antibacteriana frente a S. aureus., siempre y
cuando estén presentes en una concentracion igual o mayor al 50%.

El extracto hidroalcohdlico y alcohdlico al 25% y el DMSO no presentan

actividad antibacteriana.

Figura 3.17 Halos de inhibicién formados por el extracto alcohdlico (1) e

hidroalcohdlico (2) en el cultivo de S. aureus. (Duefas, 2009)

El analisis estadistico de los datos obtenidos se encuentra en las tablas 3.18 y
3.19.

Tabla 3.18 ANOVA de los datos de actividad antibacteriana del extracto alcohodlico e

hidroalcohélico contra Staphylococcus aureus. (Duenas, 2009)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1325,167 9 147,241 560,233 1,98E-027
Intra-grupos 6,833 26 ,263
Total 1332,000 35

Este analisis indica que cada tratamiento es diferente significativamente
uno de otro, lo cual significa que cada concentracién de extracto va a tener un
efecto diferente sobre S. aureus.

El coeficiente de variacion calculado fue de 6,68%, el cual valida el
estudio realizado porque demuestra que el error humano y el experimental no
tuvieron efecto sobre los datos. EI maximo valor del coeficiente de variaciéon

para estudios de laboratorio es de 8%.
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Tabla 3.19 Andlisis de subconjuntos homogéneos de los datos de actividad
antibacteriana de los extractos en Staphylococcus aureus. (Duefas, 2009)

Halos de inhibicion (mm) formados por el efecto de los extractos sobre Staphylococcus aureus

DHS Tukey (alfa 0,05)
Subconjunto
N 1 2 3 4 5 6
Extracto Hidroalcohodlico 100% 3 16,33
Extracto Alcohdlico 100% 3 15,67
Extracto Alcohélico 75% 3 13,33
Extracto Alcoholico 50% 3 11,00
Conservante 6 10,50 10,50
Extracto Hidroalcohélico 75% 3 9,33
Extracto Hidroalcohélico 50% 3 5,33
DMSO 6 0,00
Extracto Hidroalcoholico 25% 3 0,00
Extracto Alcohélico 25% 3 0,00
Significacion 0,797 1,000 0,954 0,145 1,000 1,000

Basado en el analisis de subconjuntos homogéneos es posible afirmar
que el extracto alcohdlico e hidroalcohdlico al 100% son los mejores
tratamientos contra S. aureus, seguidos del extracto alcohdlico al 75% y 50%,

del conservante, y de los extractos hidroalcohdlicos al 75% y 50%.

Los datos de la prueba de susceptibilidad de Salmonella spp. frente al
extracto alcohdlico e hidroalcohdlico se muestran en la tabla 3.20.

Tabla 3.20 Datos de las mediciones de los halos de inhibicidon producidos por el

extracto alcohdlico e hidroalcohdlico en el cultivo de Salmonella. (Duefias, 2009)

Extracto Extracto Extracto Extracto
Control+ Control -
100% 75% 50% 25%

16 14 11 5 13 5
Extracto

17 13 11 5 15 5

Alcohdlico

17 13 10 5 13 5

15 13 5 5 15 5
Extracto

15 1 7 5 13 5

Hidroalcohdlico
15 13 5 5 13 5

Los datos estan expresados en milimetros (mm).
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Estos datos indican que tanto el extracto alcohdlico como el
hidroalcohdlico poseen actividad antibacteriana frente a Salmonella spp.,
siempre y cuando estén presentes en una concentracién igual o mayor a 50%.
El control negativo (Dimetil Sulféxido) si presenté actividad antibacteriana
frente a Salmonella spp. La actividad de los extractos concentrados 25%

puede ser provocada por el DMSO en el cual estan diluidos.

Figura 3.18 Halos de inhibicion formados por el extracto alcohdlico (1) e

hidroalcohdlico (2) en el cultivo de Salmonella spp. (Duefias, 2009)

El analisis estadistico de los datos obtenidos se encuentra en las tablas
3.21y 3.22.

Tabla 3.21 ANOVA de los datos de actividad antibacteriana del extracto alcohdlico e
hidroalcohdlico contra Salmonella spp. (Duenas, 2009)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 696,083 9 77,343 158,756 2,12E-020
Intra-grupos 12,667 26 ,487
Total 708,750 35

Este analisis indica que cada tratamiento es diferente significativamente
uno de otro, lo cual significa que cada concentracion de extracto va a tener un
efecto diferente sobre Salmonella spp.

El coeficiente de variacién calculado fue de 6,92%, el cual valida el
estudio realizado porque demuestra que el error humano y el experimental no
tuvieron efecto sobre los datos. EI maximo valor del coeficiente de variacion

para estudios de laboratorio es de 8%.
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Tabla 3.22 Andlisis de subconjuntos homogéneos de los datos de actividad
antibacteriana de los extractos en Salmonella spp. (Duefas, 2009)

Halos de inhibicion (mm) formados por el efecto de los extractos sobre Sa/monella spp.

DHS Tukey (alfa 0,05)
Subconjunto
N 1 2 3 4 5
Extracto Alcohdlico 100% 3 16,67
Extracto Hidroalcohdlico 100% 3 15,00 15,00
Conservante 6 13,67 13,67
Extracto Alcoholico 75% 3 13,33 13,33
Extracto Hidroalcohdlico 75% 3 12,33 12,33
Extracto Alcohdlico 50% 3 10,67
Extracto Hidroalcohélico 50% 3 5,67
DMSO 6 5,00
Extracto Hidroalcoholico 25% 3 5,00
Extracto Alcohélico 25% 3 5,00
Significacion 0,109 0,109 0,331 0,709 0,960

Basado en el analisis de subconjuntos homogéneos es posible afirmar
que el extracto alcohdlico e hidroalcohdlico al 100% son los mejores
tratamientos contra Salmonella spp., seguidos del conservante y de el
extracto alcohdlico e hidroalcohdlico al 75%. Luego le siguen el extracto
alcohdlico e hidroalcohdlico al 50%, y por ultimo el DMSO y el extracto
alcohdlico e hidroalcohdlico al 25%, de los cuales la actividad posiblemente

sea provocada por el DMSO.
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4 DISCUSION

Cabe resaltar que no existe una caracterizacion previa de la presencia
de compuestos fendlicos en la variedad Imperial Star de alcachofa, por ende
constituye un estudio pionero en analisis cualitativo y cuantitativo de estos

metabolitos.

El porcentaje de humedad de las bracteas de alcachofa, 85,07%
(x0,646), es mayor al dato tedrico (70%) obtenido mediante comunicacion

personal con el representante de la empresa INAEXPO (Villacis, 2008).

La caracterizacion determind la presencia de compuestos fendlicos en
los extractos realizados en bracteas de alcachofa, confirmando que estos
metabolitos no estan presentes solamente en las hojas, como lo afirmaron
Coinu et al. (2006) y Fratianni et al. (2007) en sus estudios en bracteas de

alcachofas.

Los datos obtenidos de la concentracién de fenoles totales (4,683 —
5,300uM/g, son menores a los obtenidos en una investigacién realizada sobre
la composicién polifendlica de algunas variedades de alcachofa existentes en
Italia (Fratianni et al., 2007), en la cual, las concentraciones de fenoles totales
encontradas en bracteas de alcachofa se encuentran entre 0,50 mM/g y 1,79
mM/g bracteas frescas. Esta variacién se debe a las caracteristicas propias

de cada variedad de alcachofas.

La cromatografia en capa fina y HPLC confirmé la presencia del acido
clorogénico y acido cafeico en la composicion de los extractos, alcohdlico e
hidroalcohdlico, de bracteas de alcachofa, los cuales también fueron

encontrados en los estudios de Coinu et al. (2006) y Fratianni et al. (2007).

Los extractos, alcohdlico e hidroalcohdlico, presentaron actividad
antioxidante al capturar radicales libres del DPPH en medio liquido,
confirmando la actividad antioxidante estudiada por Coinu et al. (2006) y
Fratianni et al. (2007) en el andlisis de oxidaciéon del LDL. Lo que no

concuerda con estos estudios es la correlacion encontrada entre el contenido
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de fenoles totales y la capacidad de disminuir la concentracion de radical libre
DPPH, debido a que los investigadores italianos no encontraron correlacion,
por lo que concluyeron que hay otros factores aparte de la concentracién de
fenoles totales que pueden afectar la actividad antioxidante, tales como la
interaccién con otras moléculas y las condiciones del medio en el cual se
encuentren los extractos. Esta correlacion puede darse dependiendo del

analisis de actividad que se estudie.

La evaluacion de actividad antibacteriana confirma que los compuestos
fendlicos presentes en los extractos, alcohdlico e hidroalcohdlico, tienen
efecto sobre Salmonella spp. y Staphylococcus aureus, bacterias
pertenecientes al grupo de microorganismos afectadas por estos compuestos

segun Raybaudi-Massilia et al. (2006).
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5 CONCLUSIONES

e Las bracteas de alcachofa de la variedad Imperial Star tienen 85,07%
(x0,646) de humedad.

e Las bracteas de alcachofa contienen compuestos fendlicos como:
fenilpropanoides, taninos catéquicos, flavonoides y cumarinas ademas

saponinas, carotenoides, azucares reductores y esteroles.

e La caracterizacion cualitativa (cloruro férrico y cromatografia en capa
fina) y cuantitativa (Folin-Ciocalteu y HPLC) demostré que los extractos
alcohdlico e hidroalcohdlico y el hidrolizado sin calor contienen compuestos

fendlicos en su composicion.

e La cromatografia en capa fina de los extractos, hidroalcohdlico y
alcohdlico, basada en los valores del Rf (0,52 - 0,59), determiné que estos

contienen acido clorogénico (Rf 0,54).

e La cromatografia en capa fina del hidrolizado con calor y del liofilizado

no determiné la presencia de ningun compuesto.

e La cromatografia HPLC determin6é que el extracto alcohdlico contiene
82,86 mg/L de &acido clorogénico, y que no contiene ni acido cafeico, ni

quercetina.

e La cromatografia HPLC determind que el extracto hidroalcohdlico
contiene 40,06 mg/L de acido clorogénico y que no contiene ni acido cafeico,

ni quercetina.

e El mayor contenido de fenoles totales (mgEQT/100g bracteas frescas) lo
presenta el extracto hidroalcohdlico 0,160(+0,004), seguido del alcohdlico
0,153(x0,004), del hidrolizado sin calor 0,142(+0,004) y por ultimo del
hidrolizado con calor 0,001(+0,001).

e Solo los extractos alcohdlico e hidroalcohdlico, presentaron actividad
captora de radicales libres frente al DPPH, reduciéndolo 91,46% y 91,28%

respectivamente.
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e La actividad antioxidante de los extractos de alcachofa se debe a la
presencia de compuestos fendlicos como flavonoides y acido clorogénico, y

también a la de otros como son los carotenoides.

e Las ECsp calculadas para los extractos con actividad antioxidante fueron
0,164mgEQT/mL para el extracto alcohdlico y 0,148mgEQT/mL para el

extracto hidroalcohdlico.

o Existe correlacion media entre la concentracidn de fenoles totales y la
capacidad de reducir la concentracion del radical libre DPPH, la cual indica
que mientras mayor sea la concentracion de fenoles, menor sera la
concentracion final del radical libre en el medio. Esta actividad también
depende de la interaccion que ocurra con otras moléculas y las condiciones

del medio.

e Los extractos alcohdlico e hidroalcohdlico, poseen actividad

antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Salmonella spp.

e Los extractos, alcohdlico e hidroalcohdlico, son mayor o igualmente
efectivos que el conservante comercial siempre y cuando estén en una

concentracion mayor o igual a 75%.
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6 RECOMENDACIONES

e Para secar las bracteas de alcachofa de una manera que no provoque
descomposicion o degradacion de los metabolitos estudiados se debe cuidar

que la temperatura no supere los 40°C.

e Se recomienda estudiar las saponinas presentes en las bracteas porque
estas pueden ser aplicadas en varios productos como controladores de

plagas o productos farmacéuticos dependiendo de sus propiedades.

e Estandarizar un método de extraccion de los compuestos fendlicos
analizando varias soluciones hidroalcohdlicas hasta determinar la que mayor

contenido de fenoles totales contenga.

e Utilizar un mayor numero de estandares de compuestos fendlicos como
la cinarina, cinarésido, luteolina y flavonoides, para obtener un mayor perfil

de estos compuestos.

e Evaluar la actividad antioxidante mediante otros analisis, por ejemplo
con la prueba de oxidacion del LDL, para determinar si el extracto puede
funcionar fisiologicamente y como un aditivo para crear alimentos

funcionales.

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto en alimentos mediante
otros métodos, como por ejemplo dentro de un enlatado durante todo el

periodo de duracién del producto.

e Evaluar la actividad antibacteriana con un numero mayor de

microorganismos que contaminen alimentos.

e Estudiar el escalamiento del proceso de extraccién de principios activos

para su industrializacion.

e Se recomienda utilizar soluciones hidroalcohdlicas para extraer los
compuestos activos de las bracteas de alcachofa porque representan menos
costos y porque tienen la misma actividad que los extractos alcohdlicos
puros.
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8 ANEXOS

ANEXO 1. Abreviaturas.

Abs:
ANOVA:
DHS Tukey:

°C:

mg:

mL:
mBar:
ECso:
ML:
mM:

MM:

cm:
nm:
EQT:
DPPH:
LDL:

Rf:

Absorbancia

Analisis de varianza.

Diferencia honestamente significativa de Tukey

Grados Celsius o centigrados.
Gramo.

Miligramo.

Litro.

Mililitro.

Milibar.

Concentracion efectiva media.
Microlitro.

Milimolar.

Micromolar.

Metro

Centimetro

Nanometro

Equivalentes de quercetina.

1,1-difenil-2-picrilhidracilo.

Lipoproteinas de baja densidad.

Factor de retencion.
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uv:

UFC:

p/v:

viv:

psi:

Ultravioleta

Unidades formadoras de colonias.
Peso/Volumen

Volumen/Volumen

libra cuadrada por pulgada

Normalidad
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ANEXO 2. Resultados presentados del tamizaje fitoquimico realizado a la

muestra de bracteas de alcachofa.
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ANEXO 3. Resultados de la cromatografia HPLC del extracto alcohdlico

de bracteas de alcachofa.
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ANEXO 4 Resultados de la cromatografia HPLC del extracto

hidroalcohélico de bracteas de alcachofa.
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