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Resumen

En la industria de alimentos frecuentemente se presenta el problema de brote de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), puesto que, un brote de ETA es
definida como un incidente en el que dos 0 mas personas presentan una enfermedad
o sintoma después de la ingesta de un alimento en general, donde los analisis
epidemioldgicos apuntan al alimento como el origen de la enfermedad, debido a que
no se tiene una buena higiene al momento de almacenarlos y/o consumirlos
(Sanchez, 2020).

Por lo que el uso de antimicrobianos mejor conocidos como conservadores, es una
practica que se lleva a cabo dentro de la industria de los alimentos. Durante mucho
tiempo se han utilizado antimicrobianos que son sintetizados quimicamente, por
ende repercute en el rechazo por los consumidores de los productos procesados,
por tanto ha surgido la necesidad de buscar antimicrobianos que sean de origen
natural. Por lo tanto, en la época actual, los antimicrobianos son compuestos
quimicos afiadidos o presentes en los alimentos que retardan el crecimiento
microbiano o inactivan a los microorganismos y por lo tanto, detienen el deterioro

de la calidad y mantienen la seguridad del alimento (Davidson, 1997).

Es por ello que, el presente trabajo propone la obtencidn de los compuestos que se
encuentran en la cascara de la papa rosada (Solanum Tuberosum) y extraer de ella
las antocianinas que son capaces de eliminar bacterias como E£. Coliy Coliformes
totales. La composicion quimica puede variar sustancialmente, de acuerdo con la
variedad, condiciones de cultivo y calidad de la semilla, tipo de suelo, fertilizantes,

temperaturas, humedad, luz, grado de madurez y almacenamiento (Amjad, 2009).

Los resultados mostraron que el método de extraccion de antocianinas etanol: acido
clorhidrico en relacion 1:20 fue exitosa, debido a que permitid obtener las
antocianinas que podrian ser probadas ser probadas en bacterias de £ Coli y

coliformes totales.

Palabras clave: papa rosada, antocianinas, actividad antimicrobiana



Introduccion

En el estudio de Sanchez, 2020 reporté que en la actualidad las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos se generan debido a que el consumidor no tiene uso o
conocimiento de las buenas practicas de higiene al momento de ingerir sus
alimentos, lo cual provoca que no se tenga la correcta inocuidad en ellos, por lo que

se debe seguir una serie de pasos para obtenerla, que son:

Tener limpieza
Separar alimentos que estén crudos de los cocidos

N
N

— Cocinar bien los alimentos

— Tener las temperaturas adecuada de cada alimento
N

Usar agua y materias primas seguras

Todo esto se realiza ya que existen diversas bacterias patdgenas que son causantes
de dichas enfermedades tales como sa/monella, E. Colj, Listeria, botulismo, etc.,
(Organizacién Mundial de la Salud, 2007), es por ello, que se busca la cantidad de
antocianinas presentes en los alimentos o en este caso en la cascara de papa rosada,
la cual es la que le otorga el color rosa a la cascara; por lo que se comprobara que
cuenta con tales antocianinas las cuales tiene la capacidad de poder eliminar

bacterias causantes de enfermedades.

La estructura quimica de las antocianinas son glucdsidos de las antocianidinas, por
lo que, estan constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona,
donde se le une un azlcar por medio de un enlace B-glucosidico. Las antocianinas,
son un compuesto que se componen principalmente de una cadena de
antocianidinas conjugados de azlcares y grupos acilos (Stommel et al., 2009). Las
antocianidinas estan compuestas por dos anillos aromaticos bencénicos separados

por un heterociclo oxigenado (Tanaka, 2008).

Dentro de los fenoles, las antocianidinas tienen una mayor actividad antioxidante,

debido a que en su estructura poseen un atomo de oxigeno cargado positivamente,



lo cual permite neutralizar con mayor eficacia las especies reactivas del oxigeno

(ROS) (Kong et al., 2003).

Cabe destacar que las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo,

hidrosolubles, ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Fennema, 1993).
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1.1 Datos de la institucion

El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan es una institucion de educacién
superior tecnoldgica atento a las demandas de la sociedad, y a los principios de la
Ley de Educacion del Estado de Puebla, se consolida como una Institucién cuyo
objetivo es lograr una educacion de calidad, moderna y eficaz, orientada al servicio,
acercandola a las necesidades e intereses de la poblacion, que promueva el uso
transparente y eficiente de los recursos humanos, materiales y financieros de que

disponga, y que cumpla puntualmente con sus programas de trabajo.

1.1.1 Mision y Vision
Mision: formar Profesionales que se constituyan en agentes de cambio y promuevan
el desarrollo integral de la sociedad, mediante la implementacion de procesos

académicos de calidad.

Vision: Llegar a ser la Institucion de Educacion Superior Tecnoldgica mas reconocida
en el Estado de Puebla, que ofrezca un proceso de Ensefianza — Aprendizaje
certificado, comprometido con la excelencia académica y la formacion integral del
Alumno, contribuyendo al desarrollo sustentable, econdmico, politico y social de

nuestro Estado.

1.1.2 Macrolocalizacion y Microlocalizacion

Macrolocalizacion: ubicada en la ciudad de Teziutlan, municipio correspondiente al

estado de Puebla.

Microlocalizacion: con domicilio en Fraccion Iy II, Aire Libre S/N, C.P 73960.
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1.2 Planteamiento del problema

El uso de antimicrobianos (conservadores) es una practica comun en la industria de
los alimentos, por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados
guimicamente que en algunos casos han causado dafio en la salud de los
consumidores, si se utilizan a grandes dosis o como en el caso de los sulfitos, por lo
que repercute en el rechazo por parte de los consumidores de productos procesados,
por lo cual ha surgido la necesidad de encontrar productos inhibidores de bacterias
que sean de origen natural, por lo que se pretende encontrar nuevos agentes
antimicrobianos de origen natural, como sustitutos de los tradicionalmente utilizados
(Nychas, 1995).

Algunos de los antimicrobianos naturales son obtenidos de hierbas, plantas, y de
algunas especias. Lo mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho
antimicrobiano al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y
Golden, 1989).

User (2021) reportd que, estas enfermedades se producen al ingerir alimentos y/o
agua que contengan virus, bacterias, hongos y parasitos, todos ellos microscépicos
(no observables a simple vista). Estos son capaces de producir sustancias toxicas

que afectan la salud de los consumidores.

Vasquez y Organizacion Panamericana de la Salud (2003) mencionan que para que
ocurra un tipo de ETA, el patdgeno o su(s) toxina(s) debe(n) estar presente(s) en el
alimento a consumir. No obstante, la presencia del patégeno en el alimento no

significa que se producira una enfermedad. En algunos de los casos de ETA:

- El alimento debe estar bajo determinadas caracteristicas fisicas como lo es
la temperatura, humedad y el tiempo, que puedan favorecer el crecimiento de

microorganismos o a la produccion de toxinas.

- El agente etioldgico tiene que estar presente en el cuerpo humano en una

cantidad suficiente, para que pueda causar la infeccidn o la intoxicacion.

14



- Se debe ingerir una cantidad suficiente del alimento que contenga los
microorganismos o agentes etioldgicos, que sobrepase la barrera de proteccion del

consumidor.

La ETA alimentaria pueden clasificarse en infecciones, intoxicaciones o infecciones

mediadas por toxina y la gravedad que se presente.

De tal forma, se busca la eliminacion de dichas bacterias patdgenas mediante la
extraccion de antocianinas que estan presentes en la cascara de papa rosada, con
ello se busca extraer y obtener el tipo de antocianina adecuado para poder verificar
el tipo de bacteria que sera posible eliminar o prevenir en los alimentos a consumir

y utilizarlo como un agente antimicrobiano natural.

15



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Determinar las antocianinas presentes en la cascara de papa rosada (Solanum

tuberosum) como precursor de la actividad antimicrobiana.

1.3.2 Objetivos especificos
— Obtener las antocianinas que estan presentes en la cascara de papa rosada
(Solanum tuberosum).
— Evaluar el efecto de los tipos de antocianinas de la cascara de la papa rosada

(Solanum tuberosum) para determinar su actividad antimicrobiana.

1.4 Justificacion

El presente trabajo se realizara con el fin de obtener las antocianinas necesarias que
servira para la eliminacién de bacterias causantes de Enfermedades Transmitidas
por Alimentos (ETA) tales como Sa/monella, Vibrio, E. Colj, el virus de la hepatitis A,
Trichinella spirallis, Shigella, entre otros, por lo que para la industria de alimentos
sera un gran avance para poder prevenir dichas enfermedades en las personas y
poder prevenirlas desde la materia prima. Es de gran importancia la obtencion las
antocianinas de la cascara de la papa rosada puesto que es un antimicrobiano de
origen natural, donde la cascara de la papa rosada no tiene uso en la industria

alimentaria.

1.5 Hipotesis
Las antocianinas presentes en la cascara de papa rosada (Solanum Tuberosum)
pueden ayudar a eliminar o prevenir el crecimiento de bacterias patdgenas

causantes de Enfermedades Transmitidas por Alimentos.
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Capitulo II Marco Teorico
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2.1 Antocianinas

Las antocianinas (del griego anthos, flor y kyanos, azul) son consideradas una
subclase de los flavonoides; que también son conocidos como flavonoides azules
(Badui, 2006).

Son un grupo de pigmentos de color rojo, hidrosolubles, ampliamente distribuidos
en el reino vegetal (Fennema, 1993). Quimicamente las antocianinas son glucdsidos
de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina,
que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un enlace B-glucosidico
(Badui, 2006).

Las antocianinas mas importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina y malvidina, para que esta pueda formar diferentes tipos de
antocianinas es necesario que interaccione con mas de un carbohidrato, ya que esto

es muy comun que suceda (Dergal, 2006).

El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos, como son los
sustituyentes quimicos que contenga y la posicidon de los mismos en el grupo flavilio;
por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el color
azul, mientras que la introduccion de metoxilos provoca la formacion del color rojo
(Badui, 2006). Las antocianinas son de gran interés por estas razones. La primera
por su impacto sobre las caracteristicas sensoriales de los alimentos, las cuales,
pueden influenciar su comportamiento tecnoldgico durante el procesamiento de
alimentos, y la segunda, por su implicacion en la salud humana a través de diferentes

vias (De Pascual-Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008).

Las antocianinas por lo regular son relativamente inestables y dificiles de purificar
para emplearlas como aditivo, su mayor estabilidad ocurre bajo condiciones acidas.
La degradacién de las antocianinas ocurre no solo durante la extraccion del tejido
vegetal sino también durante el procesado y conservacion de los alimentos. (Garzon,
2008)
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2.1.1 Estructura

Las antocianinas son las formas cationicas de flavilo. Es compuesta por dos anillos
aromaticos A y B que estan unidos por una cadena de 3 carbonos. Se han encontrado
cinco azucares que forman parte de la molécula como se muestra en la Ilustracion
1. En orden de abundancia son: glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa y arabinosa vy,
ocasionalmente, gentiobiosa, rutinosa y soforosa; todos estos compuestos se unen
a la antocianidina principalmente por medio del hidroxilo de la posicién 3, y, en

segundo término, en posicion 5 o 7 (Dergal, 2006).

Azdcar
o

Ro R1-R7 = OH, OCHs

Ilustracion 1 Estructura general de las antocianinas

Fuente: https.//www.researchgate.net/profile/Xocoyotzin-
Toledo/publication/343214345/figure/fig2/AS:917239343632384@1595698309349/Figura-3-Estructura-general-de-las-

antocianinas-Taiz-y-Zeiger-2009.ppm

Acorde a el nimero de azlcares que se contengan son considerados como
mondxidos (posicion 3), bidxidos (posiciones 3 y 5) y tridxidos (dos en posicion 3 y
una en posicion 5). La glucosilacion, union covalente de azlcares a un aminoacido
en la parte proteica de una glucoproteina. también da como resultado un efecto
batocréomico (onda de absorcion de una sustancia), ademas de aumentar la

solubilidad y estabilidad del pigmento (Dergal, 2006).

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos hidroxilo
y metoxilo de la molécula, en donde, incrementos en la hidroxilacion producen
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las

metoxilaciones producen coloraciones rojas (Garzén, 2008).
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2.2 Actividad Antimicrobiana

Los antimicrobianos son compuestos quimicos afadidos o presentes en los alimentos
que retardan el crecimiento microbiano o inactivan a los microorganismos y por lo
tanto detienen el deterioro de la calidad y mantienen la seguridad del alimento
(Davidson, 1997).

El término antimicrobiano se usa para describir a las sustancias que demuestran la
capacidad de reducir la presencia de microorganismos, como bacterias y hongos
(Admin. 2017). Dicha actividad es la capacidad que presenta un compuesto para
inhibir el aumento de una poblacién bacteriana o para eliminarla, y que se puede
expresar cuantitativamente con pruebas in vitro. Esta se puede medir en CIM
(concentracién inhibitoria minima) o en CBM (concentracion bactericida minima), y
permite comparar diferentes compuestos. La baja actividad no significa resistencia;

tampoco significa eficacia, fracaso terapéutico ni efectos adversos (Fica, 2005).

2.2.1 Principales Compuestos

El uso de aditivos de origen natural en la industria alimentaria implica el aislamiento,
purificacién, incorporacion y estabilizacion de dichos compuestos a los alimentos con
fines antimicrobianos, sin que esto afecte negativamente en las caracteristicas
sensoriales, nutritivas y a su garantia sanitaria. Esto puede lograrse manteniendo
los costos de formulacidén, procesamiento o comercializacion. Los sistemas

antimicrobianos naturales se clasifican por su origen:

1. Origen vegetal, incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos,
hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en
plantas (Beuchat, 2001). Ismaiel y Pierson, (1990) mencionan que cuanto mas acido

es un alimento, mas activo es contra los microorganismos.
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2.2.2 Como actua

La actividad antimicrobiana es un bactericida, es decir, que actia inhibiendo la
sintesis de la pared, alterando la membrana citoplasmica o interfiriendo con algunos
aspectos del metabolismo del ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la sintesis
proteica, excepto los aminoglucdsidos. Para que un antimicrobiano pueda alcanzar
su diana deben atravesar la cubierta bacteriana, a menos, cuando la diana es la
propia envoltura externa de los gramnegativos. Las bacterias gramnegativas ofrecen
mayor resistencia que las grampositivas a la entrada de antimicrobianos, puesto que
poseen una membrana celular externa, que rodea la capa de peptidoglucano (Calvo,
2009).

Un mecanismo de ataque de los antimicrobianos dentro de una célula se lleva a cabo
en partes o funciones importantes para que la célula pueda sobrevivir. Se puede
llevar a cabo en la pared celular, membrana celular, en la sintesis de proteina, en su
genética y en la sintesis de su genética. Todo esto puede causar dafios irreparables
a una célula. De varios de los antimicrobianos no se conoce aun su modo de accion,
pero al actuar de forma diferente, las combinaciones de estos pueden llevar a

mejores resultados (Davidson y Branen, 1993).

Los antimicrobianos naturales que se encuentran presentes en plantas, animales o
microorganismos van ganando condiciones en el ambito de la conservacion natural,
sobre todo de la actividad antimicrobiana procedente de extractos de varios tipos de
plantas y algunas partes de plantas que se usan como agentes saborizantes en
algunos alimentos, donde, en la mayoria de los casos, los antimicrobianos se utilizan
principalmente para inhibir el crecimiento de levaduras y hongos, y su accion va a
depender en gran medida del pH (Antimicrobianos naturales y conservacion de
alimentos, 2019).
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2.3 Generalidades de la papa

2.3.1 Papa (Solanum Tuberosum)

Ilustracion 2 Papa rosada (solanum tuberosum)
Fuente: Jugo, papa, salud imagen png (2021)

La papa (Ilustracién 2) es uno de los cultivos de mayor importancia en el territorio
nacional por su gran aporte econdmico al sistema agropecuario del pais. En los
Estados de Puebla y de Veracruz, la produccion de papa se concentra
mayoritariamente en la porcion central de la sierra Madre Oriental (SPP, 1984). las
siembras de papa (variedades blancas o rojas) se realizan en el periodo de agosto a

enero y las cosechas se realizan de diciembre a junio.

Originaria del Pert y se ha cultivado desde hace 8000 afios en América del Sur, ya
que, era un alimento importante de los Incas quienes desarrollaron técnicas
avanzadas para almacenarlas. La papa rosada es una de las principales cosechas
que se da en la regién de Perote debido a que el clima y el suelo estan en las
perfectas condiciones del sembrado de la misma, el suelo cuenta con una extensa
humedad, puesto que el clima ayuda bastante a mantener la tierra hUmeda (La

papa: Origenes - Afo Internacional de la Papa 2008, 2008).

Tiene diversos componentes que son parte importante de ella, como para el
consumo humano y para la industria de alimentos, puesto que la industria
alimentaria puede explotar dichos compuestos para su uso, como se observa en la
Tabla 1.

22



Tabla 1 Compuestos de la papa

Composicion de la papa Por cada 100g

Agua 72 —75%

Almidon 16 — 20%

Sustancias Nitrogenadas 2.0 - 2.5%
Lipidos 0.15%

Fibra dietética (celulosa) 1.0-1.8%
Fuente: Portal Agrario Ancash, (2008)

2.3.2 Procesamiento

La cascara de la papa no tiene gran uso en la industria alimentaria, ya que solo es
utilizada a nivel casero, ya que, estas pueden ser cultivadas en casa u obtenerlas en
algun supermercado, donde, la papa fresca se utiliza para cocerse al horno, se
preparan hervidas o fritas, y se utilizan en una diversa variedad de recetas como:
en puré, sopas, tortitas, croquetas, bolas de masa, gratinadas o ensaladas, entre
otras modalidades de preparacion, Fuente: Articulo de: Ao Internacional de la Papa
(2008).

En la industria de los alimentos se puede utilizar como harina de papa, que no
contenga gluten, pero si gran cantidad de almiddn, lo cual sirve para que se
aglutinen algunos productos compuestos de diferentes tipos de carnes y que
obtengan espesor las salsas y sopas. La industria moderna puede extraer hasta un

96% del almiddn que se contenga en la papa cruda.

En la industria procesadora de papa direccionada hacia el consumo industrial masivo
se utiliza el 88.9% del producto total para la fabricacion de papa frita y solamente
el 4.0% en la fabricacidon de papa precocida, el 3.5% para papa enlatada y el 0.4%
para papa deshidratada La papa: Origenes - Afo Internacional de la Papa, (2008,
2008).
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Para todo esto solo se utiliza la pulpa de la papa y la cascara de la misma es

desechada, ya que, no se obtiene ningun beneficio de la misma.

2.3.3 Usos de la cascara de papa (Solanum Tuberosum)

En la industria la cascara de papa es un desperdicio de valor cero de las plantas
procesadoras. Si bien el consumo de papas ha disminuido, los productos procesados
como las papas fritas, los chips y el puré han experimentado una creciente
popularidad (Ospina, 2012). Las pérdidas causadas por el pelado de la papa van del
15-40%, dependiendo su cantidad del procedimiento aplicado, es decir, cuando se

realiza por pelado con vapor, abrasion o la exfoliacion con lejia (Correa, 2011)
Taxonomia:

Nombre comun: papa o patata

Nombre cientifico: Solanum tuberosum

Familia: Solanaceas

Subfamilia: solanoideae

Especie: herbacea

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Orden: Solanales

Género: Solanum
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2.4 Cascara de la papa rosada (So/anum Tuberosum)

2.4.1 Propiedades

La composicidon quimica puede variar sustancialmente, de acuerdo con la variedad,
condiciones de cultivo y calidad de la semilla, tipo de suelo, fertilizantes,
temperaturas, humedad, luz, grado de madurez y condiciones de almacenamiento
(Amjad, 2009).

Los compuestos fendlicos son los responsables del color de la papa cruda y son, en
menor parte, responsables de ciertos tipos de decoloracién en productos de papa
procesada. Quimicamente es posible distinguir los siguientes tipos de compuestos
fendlicos: lignina, cumarinas, antocianinas, flavonas, taninos, fenoles monohidricos
y polifenoles. El acido clorogénico es uno de los compuestos fendlicos que se
encuentran en mayor cantidad en la papa, ya que tiene mas del 90% del total de
compuestos fendlicos presentes (es un éster formado por acidos Trans-cinamicos y
acido quinico). Al menos tres formas isoméricas de este acido pueden encontrarse
en la papa, constituyen del 0.025 a 0.150 % del peso seco del tubérculo de papa y

se concentran en una delgada capa en el peridermo junto a la piel (Porras, 2013).

El acido clorogénico, junto con otros polifenoles, se acumulan en el sitio de infeccién
por microorganismos en los tubérculos, pero también cuando hay dafio mecanico y

cuando son expuestos a la luz (Karenlampi y White, 2012).
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2.5 Antecedentes

2.5.1 Evaluacion de la actividad antioxidante y antibacteriana

del tocosh de papa (Solanum tuberosum)

En el estudio de Yabar Villanueva et al., (2019) ha evaluado la actividad antioxidante
y antimicrobiana del tocosh y de suero de tocosh durante su fermentacion. Se utilizo
Tocosh fermentado en laboratorio y tocosh elaborado artesanalmente, también se
utilizé suero de tocosh (agua de la papa fermentada concentrada hasta 10, 20 y
30%) concluyendo que la actividad minima inhibitoria del tocosh frente a £. colies
25% y frente a S. gureuses 0.781%, demostrando que el tocosh inhibe a S. aureus

significativamente mas que a £. coli, (Yabar Villanueva et al., 2019).

2.5.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana y antioxidante
de antocianinas microencapsuladas de maiz morado (Zea
mays I.), papa morada (Solanum tuberosum L.) y mortiino
(Vaccinium floribundum Kunth) (Bautista, 2018).

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de la papa, como primer paso
determinaron la cantidad de antocianinas, para ello, en la extraccion de las
antocianinas de las matrices utiliz el método descrito por (E.-S. Abdel-Aal y P. Hucl,
1999) con modificaciones. Con la harina prepard una disolucién, harina /disolvente
en relacion 1:20, el disolvente es una mezcla de (etanol: acido clorhidrico HCl 1N;
relacién 85:15), y ajusto el pH a 1 afiadiendo HCl 4N, se mantuvo en agitacion
durante 60 minutos a 68 °C, y finalmente centrifugd (HETTICH EBA 12) durante 15
minutos a 15000 rpm. Recogid el sobrenadante y elimind el disolvente mediante

evaporacion al vacio a una temperatura de 70 °C (Bautista, 2018).

Bautista, (2018) concluyd que tuvieron mayor actividad inhibitoria a wuna

concentracion de 111,75 pg/ml presentando un halo de inhibicién de 28,67+1,15
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mm en relacion con el control positivo (gentamicina) con una concentracion de 450

hg/ml que presentd un halo de inhibicion de 22,33+0,58 mm.

2.5.3 Obtencion de antocianinas de papa nativa “Yawar
wayku” (Solanum stenotomum) para la elaboracion de un

colorante natural aplicable a alimentos (Parraga, 2018)

En este articulo menciona Salas Aquice y Tovalino Parraga, (2018) que la papa de
cascara roja es una de las principales papas que contiene mayor cantidad de
antocianinas por el tipo de pigmentacién que se tiene. Como resultado final obtuvo
que las antocianinas presentes en la papa tienen un valor mas alto en la solucion,
lo cual indica una tonalidad menos rojiza y que es parecida al de un colorante

artificial.

2.5.4 Antocianinas en So/anum tuberosum: Una revision

En el estudio de Valifias et al., (2017) la mayor concentracién de antocianinas
totales, acidos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante, se encontré en la piel
de los tubérculos, cuyo color varié entre morado, rojo y rosado. Por el contrario, en
la pulpa de 7 de los 9 genotipos estudiados, no se detectd la existencia de
antocianinas totales, lo cual corresponde a aquellos de pulpa amarilla, crema o

blanca.
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2.5.5 Compuestos fendlicos y carotenoides en la papa: revision
En el articulo “La papa: Origenes - Afio Internacional de la Papa” (2008) menciona
que los colores azules, rosa, malva, rojo, y violeta de algunos vegetales se deben a
la presencia de compuestos fendlicos, entre ellos se mencionan a las antocianinas,
donde para los cultivares de papa, se ha encontrado presencia de los p- cumaril -5-
glucdsido-3-ramnoglucosido de pelargonidina, peonidina, cianidina, petunidina,
delfinidina y malvidina. En papas rojas las principales antocianinas que se contienen
predominantemente son glucosidos asilados de pelargonidina, mientras que las
papas purpuras contienen predominantemente glucdsidos asilados de petunidina y

pelargonidina.

2.5.6 Obtencion de antocianinas de papa nativa “Yawar
wayku” (Solanum stenotomum) para la elaboracion de un

colorante natural aplicable a alimentos

En el estudio de Pefafiel, (2018) obtiene un colorante natural en base a la obtencion
de las antocianinas de la papa nativa para dar color al yogurt natural, para ello se
obtuvo que, debido a las caracteristicas de color del colorante obtenido por parte de
las antocianinas de la papa, podria ser posible utilizarlo como sustituto de los

colorantes artificiales para yogur, como por ejemplo el Rojo 40.

En base a estos articulos se decide trabajar con la papa rosa, ya que, esta papa es
de la region y es la que mas antocianinas contiene debido a la pigmentacion que se
tiene, aunque la papa blanca también tiene una capacidad inhibitoria de patdgenos
como son las células cancerigenas u otras enfermedades que danen la salud humana
(Penafiel, 2018).
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Capitulo III Desarrollo y
Metodologia
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3.1 Procedimiento y descripcion de las actividades
realizadas

3.1.1 Diagrama de flujo de Extraccion de antocianinas:

Determinacion
de Antocianinas

Obtencion de
harina

24 haunaTde
52+1 °Cen
secador de bandeja

Eliminacién

..........

Pulverizacion en el
molino universal

!

Extraccion de
antocianinas

e ) . a
Harina /disolvente

\. J

Disolvente es una mezcla
A de (etanol: acido clorhidrico
en relacion 1:20 HCI 1N relacion 85:15)

Mantener en
agitacion durante 60
minutos a 68 °C

. z
AjustarelpHa 1

afnadiendo HCI 4N
L y,

[ Centrifugar ]4—*

15mina
15000 rpm

Eliminar disolvente T
mediante evaporacion
al vacio a una T= 70°C.

!

Determinacion de antocianinas

A 1
por medicién de la absorbancia €= MW e we * 10

en espectrofotometro
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3.1.2 Extraccion de antocianinas

Esta prueba tiene como objetivo la extraccion de antocianinas presentes en la
cascara de la papa rosada (Solanum Tuberosum) ante la presencia de Etanol y Acido
Clorhidrico (HCL) para verificar la accion que se tiene en presencia de bacterias

causantes de ETA alimentaria como lo es £. coliy Coliformes totales.

Para llevar a cabo la extraccidn se realizd lo siguiente, basada en la técnica de E.-S.
Abdel-Aal y P. Hucl (1999) para la extraccion de Harina de papa rosada (Solanum
Tuberosum) se lavd y elimind toda impurezas que se contenia, se hicieron en
hojuelas para el secado durante 24 horas a una temperatura de 52*1°C en el

secador de bandeja, Ilustracion 3.

Ilustracion 3 Secado de papa

Fuente: Propia, basadas en deshidratacion de la cdscara de papa rosada

Una vez que se obtuvo la cascara de la papa deshidratada se pulverizé en un mortero

con pistilo como se muestra en la Ilustracion 4 hasta obtener una harina.

Ilustracion 4 Pulverizacion de cascara de papa

Fuente: Propia, basadas en la molienda de cascara
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Una vez obtenida la harina se obtuvo una disolucion de harina/disolvente en relacion
1:20, en donde el disolvente es una composicion de (Etanol: Acido Clorhidrico al 1N,

con relacién 85:15), Ilustracién 5.

Ilustracion 5 Disolucion harina/disolvente

Fuente: Propia, basadas en la disolucion de etanol y HCL

Se ajusta a pH a 1 si es necesario afadiendo HCL al 4N, posterior a esto se mantuvo

en agitacién por 60 minutos a 68°C como se muestra en la Ilustracion 6.

/|

Ilustracion 6 Mezcla harina/disolvente

fuente: Propia, basada en ajuste de Ph

Se paso a la centrifugadora durante 15 minutos a 4500 rpm, se acumul6 el sobrante
y se elimind el disolvente tras una evaporizacién al vacio 70°C, en este caso se utilizo

Rotavapor, Ilustracion 7.
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Ilustracion 7 Extraccion de Antocianinas

Fuente propia: basada en centrifugacion y evaporacion de disolvente

Para la medicidn de la absorbancia se utilizd el espectrofotdmetro a 535 nm segun

E.-S. Abdel-Aal y P. Hucl (1999), como se observa en la Ilustracién 8.

Ilustracion 8 Espectrofotometro

Fuente propia: basada en la medicién de la absorbancia

3.1.3 Determinar pH de Antocianinas

Mediante un potencidmetro se tom6 una muestra de la antocianina y se medio su

pH, mostrandose con un pH de 1.
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3.2 Cultivo de Bacterias

3.2.1 Materiales:
Agar

Agua destilada

Cajas Petri

Probeta milimétrica

Esterilizacion del medio a utilizar, caja Petri
Rejilla de asbesto

Matraz Erlenmeyer

Parrilla de Calentamiento

Iman de agitacién
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3.2.2 Difusion del agar

Seguir las instrucciones del medio, diagrama de flujo de dilucidon del Agar:

\

Rehidratar

v

Homogeneizar

|
[ |

Agitacion Bafio maria
L |

Distribuir
v
Esterilizar autoclave

v v v
Enfriar
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3.2.3 Dilucion del AGAR MACCONKEY

El medio selectivo y diferencial para la deteccidn y aislamiento de organismos gram

negativos incluyendo coliformes totales, Tlustracion 9.

Tlustracion 9 Agar MacConkey
Fuente propia: basada en medios selectivos

El método de preparacion consistio en disolver 50g de medio en 1L de agua destilada

o desionizada.

Ilustracion 10 Preparacion del medio
Fuente propia: basada en preparacion de medios de cultivo

Hidratar el medio durante 10 a 15 minutos y calentar hasta ebullicion agitando

continuamente, mantenerla asi por 1 minuto.
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Ilustracion 11 Hidratacion del agar
Fuente propia: basada en hidratacién del agar

Esterilizar en la autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos, enfriar a 45-
500C

Ilustracion 12 Esterilizacion del agar
Fuente propia: basada en esterilizacion

Vaciar en cajas Petri 20 mL por placa.

Ilustracion 13 Agar en cajas Petri

Fuente propia: basada en cultivo de bacterias
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3.2.4 Dilucion del AGAR DE EOSINA Y AZUL DE
METILENO

Es un medio de cultivo ligeramente selectivo y diferencial para enterobacterias

lactosa positivas, en este caso es £E. Coli

Ilustracion 14 Agar de eosina y azul de metileno
Fuente propia: basada en medios selectivos

El método de preparacion consiste en disolver 36g del polvo en un litro de agua

destilada o desionizada.

E . I

Ilustracion 15 Preparacion del medio
Fuente propia: basada en preparacion de medios de cultivo

Mezclar y remojar por 10 minutos hasta que se hidrate correctamente el agar.

Calentar y mantener en agitacion con frecuencia y hervir por 1 minuto.
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Ilustracion 16 Hidratacion de agar
Fuente propia: basada en hidratacién de agar

Esterilizar en la autoclave a 121°C durante 15 min y enfriar a una temperatura de
45-500C

Ilustracion 17 Esterilizacion del agar
Fuente propia: basada en esterilizacion

Vaciar en cajas Petri 20 mL por placa.

Ilustracion 18 Coagulacion del agar

Fuente propia: basada en cultivo de bacterias
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3.2.5 Cultivo de Bacterias

El sembrado se hizo estriado con diferentes tipos de concentraciones de agua de la

llave contaminada con E. Coliy de Coliformes Totales

Para ello se tomé un aza bacteriana previamente esterilizada

Ilustracion 19 Esterilizacion
Fuente propia: basada en esterilizacion

Se tomo la muestra del agua con el aza bacterioldgica

Ilustracion 20 Toma de muestra
Fuente propia: basada en cultivo de bacterias

Se tomo la caja Petri y se comenzo a hacer el estriado en 5 ocasiones de manera

uniforme y sin romper el agar
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Ilustracion 21 Método de sembrado

Fuente propia: basada en cultivo de bacterias

Actividad que tuvo como resultado el crecimiento de las bacterias con relacion a las
antocianinas para verificar que crecimiento se tuvo o que reduccidon se encontro,

mostrando que las antocianinas funcionan como un antimicrobiano.

Curvas de inhibicion y muerte

FASES DE CRECIMIENTO

L |Latencia  Exponencial Estacionaria Muerte
o
g9
c
é
|
u
|
a
S
v
i
a
b
I
e
S
Tiempo

Ilustracion 22 Curva de inhibicion y muerte

Fuente: Ramirez (2014)
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3.2.6 Determinar pH de bacterias y cascara de papa

La mayoria de las bacterias crecen a un pH de 6.5 a 7.0.

Mediante un potencidmetro se tomd una muestra de la bacteria y se medid su pH,
en donde su pH se mostro de 6.8, por lo que sabemos que es el medio justo para

Su crecimiento.

3.2.7 Efectividad

Tomar muestra de la antocianina y agregarla a la muestra de agua contaminada por

la bacteria de £. Colj, dejar reposar unos segundos y sembrar en la palca.

3.2.8 Tincion de Gram
Después de obtener las bacterias cultivadas de £. Coli se realizd una tincién de gran
(Técnica muy sencilla que es basada en el uso de colorantes (tincion) para

determinar la eficiencia de la bacteria.

Se prepard un frotis bacteriano con la seleccion de las colonias que se desarrollaron
en el medio de cultivo por estria, posterior a eso se fij6 a la flama, una vez que se
obtuvo el frotis se agregd solucién de cristal violeta cubriendo durante 1 minuto,

pasando el minuto se escurrid el colorante lavandolo con agua.

Se cubrio el frotis lavado con solucién de lugol durante 1 minuto, escurriendo el lugol

y lavandolo con agua.

Terminando los pasos mencionados anteriormente se decolora el colorante con

alcohol etilico de 969, se procurd que no saliera una cantidad excesiva de colorante.

Se cubrio la muestra con fucsina durante 30 segundos, se escurrid el colorante y se
enjuagod con agua, se puso a secar y se examind al microscopio con objetivo de

inmersion.
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Capitulo IV Resultados
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4.1 Resultado de obtener diferentes concentraciones de

diluciones en relacion 1:20

Las disoluciones se hicieron para poder obtener muestras por triplicado en diferentes
concentraciones como se muestra en la Tabla 2, esto para que al agregarlo como
agente antimicrobiano en el sembrado en placa actie y se pueda observar que
concentracion es la que sirve para evitar o prevenir el crecimiento de las bacterias

E. Colj, asi como de Coliformes totales.

Tabla 2 Disoluciones por triplicado

Harina/ disolvente Disolvente
10 gr:200 mL 170 mL:30 mL
17 gr:390 mL 340 mL:60 mL
9 gr:180 mL 170 mL:30 mL

4.2 Resultados de espectrofotometria

Para obtener este resultado se realizaron disoluciones de 390 mL, 200 mL y 180 mL

de harina/disolvente.

Se midid la absorbancia de cada muestra por triplicado (Tabla 3) mediante el
espectrofotdmetro, esto se realizd con el objetivo de medir que absorbancia era la
que tenia cada una de las extracciones de antocianinas que se obtuvieron de la
cascara de papa rosada (Solanum Tuberosum) para observar la cantidad de
antocianidinas que se obtuvieron para la inhibicion del crecimiento de las bacterias
Tabla 4. Para ello se realizd un analisis estadistico que muestra y grafica la actividad
que tiene para eliminar el radical libre y graficar los datos obtenidos de la

espectrofotometria de las antocianinas.
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Tabla 3 Absorbancia

Harina/Disolvente Muestra A Muestra B Muestra C

0.791 0.590 0.758
Absorbancia 0.812 0.978 0.715
0.708 0.624 0.755
Espectrofotometria
1.2
1 0,978
2 0. ‘ s -
o 0 =i <835
£ 06 0.59 0624
2 04
0.2
0
200 ml 390 ml 180 ml

harina/disolvente

Grafica 4. Comportamiento de la absorbancia

Fuente: Propia, resultados obtenidos de los datos de absorbancia del espectrofotdmetro.

En la prueba que se realizd sembrado en placa mediante la técnica de estriado en

placa, en donde se manejaron los siguientes datos de la Tabla 4.
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Tabla 5 Técnica de estriado en placa

Agar MacConkey

Agar de eosina y azul de metileno

Muestra control

Muestra con agua de la llave

Muestra control

Muestra con agua de la llave

Muestra con 1 mL de agua y 0.5 mL de

antocianinas (primera muestra)

Muestra con 1 mL de agua y 0.5 mL de

antocianinas (primera muestra)

Muestra con 1 mL de agua y 0.5 mL de

antocianinas (segunda muestra)

Muestra con 1 mL de agua y 0.5 mL de

antocianinas (segunda muestra)

Muestra con 1 mL de agua y 0.5 mL de

antocianinas (tercera muestra)

Muestra con 1 mL de agua y 0.5 mL de

antocianinas (tercera muestra)

4.3 Resultados del cultivo de bacterias

Los resultados de crecimiento con agar de eosina y azul de metileno arrojaron que

el crecimiento para bacterias de £. Coli en la muestra numero 3 con 1 mL de agua

y 0.5 ml de extracto, fue de que solo hubo crecimiento de una Unica colonia que

crecid, como se muestra en la Ilustracion 23, sin embargo, en la muestra que solo

contenia el agua contaminada por £. Coli crecieron mas de 300 colonias de bacterias

como se observa en la Ilustracidon 24, este resultado nos arroja que las antocianinas

obtenidas a partir de la cascara de papa rosada (Solanum Tuberosum) son efectivas

ante la presencia de bacterias como se muestra en el trabajo de E.-S. Abdel-Aal y P.

Hucl (1999) en donde nos demostrd que las antocianinas obtenidas de la cascara de

la papa morada (Solanum Tuberosum L.) mostraron una mayor actividad

antimicrobiana frente a los diferentes patdgenos evaluados como S. aureus, L.

monocytogenes, P. aeruginosasy B. cereus.
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Es por ello que, en base al estudio de Bautista, 2018 es posible ver su efectividad
como antimicrobiano de las antocianinas obtenidas de la cascara de papa rosada
(Solanum Tuberosum).

llustracion 23 Colonia de E. Coli

Fuente propia: basada en cultivo de bacterias

Ilustracion 24 Colonia de E. Coli sin antocianinas

Fuente propia: basada en cultivo de bacterias

4.4 Resultados de Tincion de Gram

Los resultados mostrados al ver las bacterias por el microscopio fueron de que la
tincion de gram fue asertiva para bacterias gram negativas (-), ya que las
coloraciones que se tuvieron fueron de rosas a violetas como se observa en la

Tlustracion 25.
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llustracion 25 Tincion de gram negativa

Fuente propia: vista al microscopio

llustracion 26 Tincidon de gram negativa

Fuente propia: vista al microscopio
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Capitulo V Conclusiones
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5.1 Conclusiones relativas a los objetivos
5.1.2 Conclusidn en base al objetivo general

El método de extraccion de antocianinas se ve reflejado en que mediante la
extraccion por disolvente etanol: acido clorhidrico en relacién 1:20 fue exitosa, ya
que gracias a ello se pudieron obtener las antocianinas deseadas para ser probadas
en lo que fueron las bacterias de £. Coli. Por lo que los resultados finales nos arrojan
que al combinar las antocianinas con el agua contaminada por £. Coliy cultivarlas
mediante agar de eosina y azul de metileno fue efectiva para la inhibicion del
crecimiento de bacterias causantes de Enfermedades Transmitidas por Alimentos

(ETA) al no haber crecimiento de dichas bacterias en el agar.

5.1.3 Conclusiones en base a los objetivos especificos

La cantidad de antocianinas que se obtuvieron de la cascara de papa rosada
(Solanum Tuberosum) se utilizd para aplicarla en el conjunto de bacterias que se
encontraban en el agua que se recolectd de la llave, posterior a eso se recolectaron
las colonias que crecieron en el medio de cultivo, una vez que se diluyeron con las
antocianinas y se sembraron en el medio, los resultados nos arrojaron que si son
precursores de la actividad antimicrobiana, ya que, al utilizarlo en combinacién con
el agua contaminada, este actlo no dejando crecer las bacterias que se encontraban
presentes en el agua, por lo tanto, al colocarlo en el agar no hubo crecimiento en
las placas con el mililitro de agua contaminada junto con el 0.5 mililitros de las
antocianinas extraidas a lo que se concluye, que las antocianinas de la cascara de
papa si son antimicrobianas ante la presencia de E£. Coli puesto que no hubo

crecimiento de ellas en el medio.
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5.3 Aportaciones originales

Son muy pocos los estudios realizados en general a la papa rosada (Solanum
Tuberosum), con esta investigacion se le quiere dar mas enfoque a los desechos
gue en este caso es la cascara de la papa, en términos generales no hay un estudio
que se dirija directamente a la papa rosada o a su cascara, sin embargo, hay un
estudio que se le realizd con la papa morada en donde demostraron que si tiene

actividad antimicrobiana.

En este trabajo se realizé el estudio de esta cascara de papa rosada para la obtencion
de un agente antimicrobiano que sea capaz de eliminar bacterias causantes de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) dado que en la industria de los
alimentos la cascara de la papa solo ha sido utilizada como desecho, en general no
tiene un valor agregado, es por ello que mi aportacién a esta investigacion es
generar motivacion a los futuros investigadores a adentrarse mas al tema de

investigacion de la papa rosada (Solanum Tuberosum).
5.4 Limitaciones del modelo planteado

La Unica limitacion que se me presentd fue el tiempo y la falta de material
proporcionado en el laboratorio, también debido a la pandemia causada por COVID-

19, no se pudo tener acceso a las instalaciones por mucho tiempo.

5.5 Recomendaciones

e Ampliar la investigacion incluyendo mas bacterias que sean causantes de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA)

e Investigar a fondo la actividad antimicrobiana de la cascara de papa rosada
(Solanum Tuberosum)

e Evaluar los tipos de antocianinas que contiene la cascara de papa rosada
(Solanum Tuberosum) para que se puedan utilizar en mas areas de alimentos.

e Dar valor agregado a la actividad antimicrobiana.
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7.1 Calculos para obtener Normalidades:

7.1.1 Formula:
gr = m)(L)(PM)

Donde:

m = normalidad

L = litros

PM = peso molecular

7.1.2 Preparacion para 1N
gr = (m)(L)(PM)

gr = (1N) (0.1 L) = 0.1 (36.46) = 3.65 ml

7.1.3 Preparacion para 4N
gr = (m)(L)(PM)

gr = (4N) (0.1 L) = 0.4 (36.46) = 14.58 ml

7.1 4 Imagenes del proceso de Tincion de Gram

llustracion 27 Solucion Cristal Violeta
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llustracion 30 Decoloracion con Alcohol
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I .

llustracion 32 Preparacion final
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