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RESUMEN

Teniendo en cuenta el creciente interés por el consumo de alimentos benéficos
para la salud humana por parte de la poblacion, los berries adquieren cada vez
mas protagonismo en este nuevo estilo de vida sana. Dentro de ellos, destaca el
maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz), berry nativo chileno conocido por su alto
contenido de compuestos bioactivos. Por otro lado, la industria alimentaria esta
cada vez mas interesada en envases activos. Gracias a esta premisa es que las
peliculas comestibles estdn siendo estudiadas debido a los beneficios que

aportarian en contra del deterioro alimentario.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el potencial tecnolégico de componentes
antioxidantes obtenidos del liofiizado de maqui y su aplicacion en peliculas
comestibles de quitosano. Para ello se realizaron andlisis de (i) capacidad
antioxidante, (ii) contenido de polifenoles totales (iii) contenido de flavonoides
totales (iv) actividad antimicrobiana, tanto al liofiizado como a las peliculas
elaboradas y (v) composiciéon quimica del liofilizado de maqui.

Los resultados obtenidos comprobaron que el liofilizado de maqui posee una alta
capacidad antioxidante mediante DPPH, FRAP y FIC de 2,81+0,04 mg ET/g;
25,2+0,38 mg ET/g y 121,12+1,88 ug EDTA/g, respectivamente. Asi como también
altos contenidos de polifenoles y flavonoides totales de 49,74+0,57 mg EAG/g y
68,04+24,63 mg ER/g, respectivamente. Ademds, presentd actividad
antimicrobiana mediante el método de microdilucibn contra ocho cepas
bacterianas. Los contenidos de materia grasa, cenizas, fibra dietaria total y
humedad fueron 0,9+0,07; 1,44+0,004; 30,47+1,29 g/100g p.s. (peso seco) y 0,74
%, respectivamente. En los films, los analisis mostraron correlacion entre la
concentracion de liofilizado incorporado y la cuantificacion realizada,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en todos los
analisis excepto en capacidad antioxidante mediante FIC, donde no hubo

diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre las muestras. En cuanto
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a la actividad antimicrobiana mediante el método de difusién en disco de agar, los
films con liofilizado de maqui fueron mas efectivos que el control (quitosano puro),
ya que generaron halos de inhibicion en siete de las ocho cepas bacterianas
testadas, mientras que los films control sélo generaron halos en dos de las ocho
cepas. Los resultados mostraron que el liofilizado de maqui podria ser utilizado
tanto como ingrediente funcional, asi como preservante natural en la industria
alimentaria. Por otro lado, los films de quitosano con liofilizado de maqui
incorporados podrian ser utilizados como peliculas activas debido a sus
excelentes actividades antioxidantes y antimicrobianas.

Palabras clave: maqui, capacidad antioxidante, peliculas comestibles, quitosano,

antimicrobiano.
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SUMMARY

“Lyophilized Maqui characterization (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz) and it’s

incorporation to a food matrix”

Thinking about the increasing interest of the people in using food that benefits the
human health, berries are having a leading role in this new healthy lifestyle. Among
them, one of the recognized is the Maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz),
Chilean native berry known for it's high bioactive compound content. Besides, in
the food industry the interest in active packaging is growing. Thanks to this premise
is that edible films are being studied because of their benefits against food

spoilage.

The aim of this work was to assess the technological potential of antioxidant
components obtained by the lyophilization of the maqui and its application to edible
chitosan films. With this purpose the analyzes performed were (i) the antioxidant
activity, (ii) total phenolic content (iii) total flavonoid content (iv) antimicrobial
activity assay of the lyophilized maqui and also about films elaborated and (v)
chemical composition of the lyophilized maqui.

The results obtained proved that lyophilized maqui has a high antioxidant activity
through DPPH, FRAP and FIC of 2,81+0,04 mg TE/g; 25,2+0,38 mg TE/g and
121,12+1,88 pg EDTA/g, respectively. As well as high content of polyphenols and
flavonoids of 49,74+0,57 mg EAG/g and 68,04+24,63 mg RE/g, respectively. It also
presented antimicrobial activity by the microdilution method against eight bacterial
strains. Fat, ash, total dietary fiber and moisture contents of lyophilized maqui were
0,9+0,07; 1,44+0,004; 30,47+1,29 ¢/100g d.m. (dry matter) and 0,74 %,
respectively. About the films, chemical analysis showed correlation between the
concentration of incorporated lyophilized and the quantification performed, with
statistically significant differences (p < 0,05) in every analysis except antioxidant
capacity by FIC, where there were no statistically significant differences (p > 0,05)
in the film samples. Concerning the antimicrobial activity by disc diffusion method,
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the films with incorporated lyophilized maqui were more effective than the control
(pure chitosan), because inhibition halos generated in seven of the eight bacterial
strains tested. While control films generated halos in only two of the eight strains.
Results showed that lyophilized maqui could be used both as a functional
ingredient and a natural preservative in the food industry. Furthermore, chitosan
films with incorporated lyophilized maqui could be used as active films due to their
excellent antioxidant and antimicrobial activities.

Key words: maqui, antioxidant capacity, edible films, chitosan, antimicrobial.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia existe un creciente interés por parte de los consumidores por
integrar a la dieta alimentos que tengan efectos benéficos en la salud humana,
entre ellos se encuentran los berries, frutos ricos en compuestos bioactivos como
antocianinas y otros fitoquimicos. Dentro de los berries destaca el maqui
(Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz), fruto nativo chileno de la familia
Elaeocarpaceae obtenido de arbustos siempre verdes denominados “macales’, el
cual produce pequefias bayas de no mas de 6 mm de diametro de color
purpura/negro (Gironés-Vilaplana, et al. 2012). Este berry ha sido estudiado por su
alto contenido de antioxidantes y compuestos fendlicos (Céspedes, et al. 2008,
Fredes, et al. 2014, Gironés-Vilaplana, et al. 2014). Ademas, el maqui por si solo o
sus extractos pueden ser utilizados como ingredientes funcionales en distintas
preparaciones como licores, bebidas no alcohdlicas, diversos alimentos
nutracéuticos e incluso ser incorporado a matrices alimentarias tipo pelicula.

Las peliculas comestibles corresponden a recubrimientos que pueden
prolongar la vida util de un alimento otorgando un efecto protector en frutas y
hortalizas evitando asi su deshidratacion, reduciendo la respiracion, ayudando a
preservar los compuestos volatiles y reducir el deterioro microbiano (Giosafatto, et
al. 2014). Algunos autores han agregado ingredientes funcionales bioactivos a
peliculas comestibles, otorgandole asi propiedades antimicrobianas vy
antioxidantes previniendo el crecimiento de patdégenos (Ponce, et al. 2008; Li, et
al. 2014, Siripatrawan and Harte, 2010; Ruiz-Navajas, 2014).

Por otro lado, la liofilizacion es un proceso de deshidratacion por
sublimacién de un producto congelado. Debido a la ausencia de agua liquida y las
bajas temperaturas del proceso, se detienen reacciones de deterioro entregando
un producto final de alta calidad, protegiendo la estructura primaria del alimento y
con ello reteniendo gran cantidad de compuestos bioactivos (Ratti, 2001).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el potencial tecnolégico de
componentes antioxidantes obtenidos del liofilizado de maqui y su aplicacién a una

matriz alimentaria tipo pelicula comestible de quitosano.

10



2. MARCO TEORICO
2.1. Materia Prima (Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz)
2.1.1. Antecedentes generales

Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz, también conocido como “maqui”, “chilean
blackberry” (Inglaterra), “koelon” (Argentina), “maki” (Mapuche), “chilean maqui”,
“queldron”, “clon” es una especie nativa chilena que produce pequenas bayas que
son recolectadas en forma silvestre. Sus distintas etapas de maduracion y flores
se aprecian en la figura 1. EI maqui ha sido reconocido por sus multiples
beneficios que son atribuidos a su alto contenido de polifenoles, asi como también

a su amplia variedad de antocianinas y flavonoides (Fredes, et al. 2012).
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Figura 1. Las imagenes superiores (a, b y c) corresponden a los distintos estados
de maduracion del fruto. Las imagenes inferiores (d, e y f) muestran las flores de
Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz. Fuente: (Bennedetti, 2012).
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2.1.2. Distribucion geogréfica

El maqui es una especie endémica de los bosques subantarticos de Chile que
crece desde la provincia de Limari en la IV regién de Coquimbo (29°54’28"S
71°15’15”0) hasta la provincia de Aysén en la Xl region Aysén del General Carlos
Ibafiez del Campo (45°34’12”S 72°03’58”0), tanto en el valle central como en
ambas cordilleras, pudiendo alcanzar altitudes de los 2500 metros sobre el nivel
del mar (m.s.n.m.) (Rodriguez, et al. 1983), también es comun encontrarlo en los
parques nacionales Lanin, Nahuel Huapi y Los Alerces en la patagonia Argentina.
Se desarrolla preferentemente en quebradas, faldeos de cerros o margenes de
bosques. Ademas es comun encontrarlo en la isla Juan Fernandez, formando
extensos matorrales en los valles y penetrando el bosque. Crece en lugares
hamedos, coloniza con facilidad terrenos que han perdido su cubierta vegetal,
transformandose en una especie pionera de suelos recién quemados o
explotados. La comunidad que forma se denominan “macales”, que cumplen la

funcion de proteger terrenos de agentes erosivos (Bennedetti, 2012).

2.1.3. Cultivo y Habitat

2.1.3.1. Suelo

El maqui crece en terrenos alterados, en general con buena exposicion a la luz,
tolera diferentes tipos de suelo y necesita riego mediano. El maqui se desarrolla
como especie secundaria, preferentemente en suelos himedos, quebradas, faldas
de los cerros o margenes de bosques. Al preferir suelos con especificaciones bien
definidas, su crecimiento lo restringe a solo algunos lugares de la regién. En la
cordillera de la costa se desarrolla sobre suelos graniticos sin grandes
restricciones de humedad y profundidad, desde los 300 hasta los 1.100 m.s.n.m.
En la cordillera de los Andes se desarrolla con mayor frecuencia en trumaos (suelo
derivado de cenizas volcanicas, de textura gruesa, fuerte estratificacion y baja

fertilidad) y otros sectores con humedad suficiente y aportes de material organico.
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Si bien abunda en suelos humedos, también se ha observado en suelos

degradados y secos (Donoso, 2006).

2.1.3.2. Clima

Hacia el norte de Chile aparece en la zona de clima mediterrdneo, asociado
principalmente a lugares humedos como quebradas, laderas sombrias, zonas
expuestas a niebla y riberas de rios. Hacia el sur dentro del clima templado, la
dependencia de los cursos de agua, quebradas y otras zonas humedas, se hace
menos preponderante pudiendo crecer en un sinfin de sitios, prosperando
tipicamente en los bordes de bosques, lechos de rios y arroyos, praderas y otros

lugares con baja cobertura de dosel (Alonso, 2012).

Por otro lado, el mayor inconveniente que presenta el maqui corresponde a la
dificultad de domesticacion del cultivo. Ademas, su recoleccién no es sustentable,
ya que para alcanzar los volimenes necesarios de maqui se corta la rama
completa que contiene la carga frutal y dicha rama demora tres afios, en

promedio, en volver a crecer y dar frutos (Araya, 2012).

Al ser una especie silvestre presenta mucha variabilidad entre plantas,
poblaciones y afios, y debido a que es un fruto que se procesa, la industria
requiere que sea lo mas homogéneo posible, que su produccion sea sustentable
en el tiempo y que la materia prima presente determinadas caracteristicas (Vogel,
2012).

2.1.4. Descripcion Botanica

Es un arbusto perenne de cuatro a cinco metros de altura, de tronco dividido en
ramas delgadas y flexibles, cuya corteza es lisa y clara, blanda y desprendible
facilmente en tiras (Alonso, 2012). Se comporta como tropofito facultativo

aportando materia organica al suelo (Ramirez, et al. 1983).
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El maqui es una especie dioica, con flores femeninas y masculinas en plantas
distintas. Las flores unisexuales forman umbelas de dos a tres unidades que
nacen de las axilas de las hojas donde cada flor esta provista de cinco sépalos
lanceolados, algo pilosos, encontrandose en forma alterna a éstas los pétalos
amarillentos, que son mas largos que los sépalos y de forma ovalada (Hoffmann,
1997). Estas flores son de color amarillo claro (figura 1e), de 5 — 6 mm de didmetro
y 1 - 1,5 mm de ancho, con 5 a 6 pétalos libres, transovados, de 3 a 4 mm de
largo (Bennedetti, 2012). Sus frutos son bayas pequefias de 4 a 5 mm, de color
negro brillante o azuladas (figura 1c) y contienen de dos a cuatro semillas por
fruto. Pertenece a la familia de las Eleocarpaceas, la cual esta formada por diez
géneros y alrededor de cuatrocientas especies, distribuidas en las regiones

tropicales y templadas del mundo (salvo el continente africano) (Alonso, 2012).

2.1.5. Taxonomia

La clasificacion de Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz se presenta tabla 1.

Tabla 1. Taxonomia del fruto Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz.

Descripcién
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Oxalidales
Familia Elaeocarpaceae
Género Aristotelia
Especie chilensis

Aristotelia chilensis
(Molina) Stuntz.
Fuente: (Hoffmann, 1997).

Nombre Cientifico
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2.1.6. Composicién quimica

En la tabla 2 se expone la composicién quimica del maqui en base humeda, de la
cual existen muy pocos datos recientes. De ella se destaca su bajo contenido
graso y su importante aporte en materias no nitrogenadas (se incluyen

carbohidratos y fibra soluble).

Tabla 2. Composicion quimica del fruto Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz.

g/100 g parte comestible

Energia (kcal) 150
Humedad 56,4
Proteinas (g) 0,8
Grasa Total (g) tr.
E.N.N. (por dif.) 40,8
Fibra Cruda 0,8
Cenizas 1,2
mg/100 g parte comestible
Calcio 87
Fosforo 44
Hierro 30,5
Potasio 296

Fuente: (Schmidt-Hebbel, et al. 1992)

2.1.7. Propiedades y usos

La parte utilizada corresponde al fruto y las hojas. Es una planta que ha sido
empleada ampliamente por el pueblo mapuche, ya sea en el ambito medicinal
como ingrediente principal para elaborar la chicha de maqui o bien, darle tinte al
vino utilizando el jugo del fruto (Mufioz, et al. 2004). Los principios activos del
maqui (alcaloides y taninos) le confieren propiedades antiinflamatorias,

antiespasmadicas, astringentes y analgésicas. En medicina popular se utiliza la
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infusion de hojas secas para curar heridas, y esta misma preparacion a partir de
las hojas frescas para aliviar el estado febril, diarreas, disenterias, calmar
dolencias en la faringe e inflamacion de amigdalas y aliviar Ulceras bucales;
también se puede utilizar el jugo fresco de las hojas ya sea consumiéndolo o en

forma tépica (Mufioz, et al. 2004).

Por otro lado, en artesania se emplea su madera, que es fragil y sonora, en la
fabricacion de instrumentos musicales. La corteza sacada en tiras se utiliza como
soga (Hoffmann, 1997).

2.1.8. Polifenoles y su actividad antioxidante

Siendo parte de los compuestos bioactivos que contiene el maqui, los polifenoles
son compuestos biosintetizados por las plantas (sus frutos, hojas, tallos, raices u
otras partes). Todos los polifenoles exhiben propiedades antioxidantes. Desde el
punto de vista quimico, todos los polifenoles presentan en su estructura, a lo
menos, uno 0 mas grupos hidroxilos (-OH) unidos a un anillo aromatico. A su vez,
existen dos categorias en las cuales estan distribuidos los polifenoles:

a. Flavonoides: Dentro de esta categoria existen seis subtipos de
flavonoides. Ellos son: Antocianidinas, flavanoles, flavanonas,
flavonoles, flavonas e isoflavonas.

b. No flavonoides: Mayormente comprenden alcoholes monofendlicos y
acidos fendlicos.

La capacidad de los polifenoles para actuar como antioxidantes, tanto la de los
flavonoides como de aquellos no flavonoides, depende principalmente de la
presencia de hidroxilos en su estructura, ya que éstos le confieren la habilidad
para donar un atomo de hidrégeno o como donante de un electron a un radical
libre (o a otras especies reactivas). Particularmente en el caso de los flavonoides,
algunos pueden actuar como antioxidantes a través de su habilidad para quelar

ciertos metales de transicion (cobre y hierro), lo cual evita la formaciéon de
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radicales libres hidroxilo (a partir de peréxido de hidrégeno en la reaccion de
Fenton) y de superdxido (a partir de oxigeno molecular).

Por otro lado, cabe destacar que la literatura cientifica que implica a los polifenoles
como factores de proteccion de la salud comprende mayormente a los polifenoles

de tipo flavonoideo (Speisky, 2015).

2.1.9. Compuestos bioactivos de Aristotelia chilensis: Evidencia cientifica

Entre todos los compuestos bioactivos que posee el maqui, destacan las
antocianinas; glucosidos solubles en agua de antocianidinas que son parte de los
compuestos fenolicos conocidos como flavonoides (Strack and Wray, 1989).
Escribano-Bailén, et al. (2006) reporta que su composicion es particularmente rica
en antocianinas (donde un 34 % corresponderia a delfinidina-3-sambubiosido-5-
glucosido). El interés en las antocianinas recae en su potencial beneficioso a la
salud humana, habiéndose reportado que durante el paso desde el tracto digestivo
al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas permanecen intactas
(Miyazawa, et al. 1999) y ejercen efectos terapéuticos relacionados con su
actividad antioxidante. Se ha demostrado que las antocianinas son efectivas en
atrapar especies reactivas del oxigeno llamadas radicales libres, ademas de inhibir

la oxidacién de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas (Guiselli, et al. 1998).

Se ha demostrado ampliamente que el maqui es rico en compuestos fendlicos
(Miranda - Rottmann, et al. 2002, Fredes, et al. 2012, Gironés-Vilaplana, et al.
2014) con una alta capacidad antioxidante en comparacion con otros berries
también de alto poder antioxidante, como es el acgai de Brasil o el arandano nativo
chileno. Més aun, el maqui posee tres y nueve veces la cantidad de antocianinas
gue tienen el acai y el arandano, respectivamente (tabla 3), asi como también
posee los valores mas altos en cuanto al contenido de polifenoles totales vy
capacidad antioxidante ORAC en comparacion a las dos frutas mencionadas
anteriormente (tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion del contenido total de antocianinas, capacidad antioxidante

(ORAC) y contenido de polifenoles totales en maqui, agai y arandano.

Contenido toral Capacidad Polifenoles totales?
Fruto antocianinas (mg/100 g  antioxidante’ (ORAC, (mg EAG/100 s)
p.s.) umol ET/g p.s.) 9 gp-s.
maqui (Aristotelia 984,12+7,32 299+0,98
chilensis) (Gironés-Vilaplana, et (Gironés-Vilaplana, et 3420“:10"00
al. 2014) al. 2014) (Fredes, et al. 2014)
acai (Euterpe 347,81+35,86 283+3,88 31242 60
oleracea) (Gironés-Vilaplana, et (Gironés-Vilaplana, et K ol 2012
al. 2014) al. 2014) (Kang, et al. )
arandano bluegold
(Vaccinium 101,88+2,36 55,7+2,94 (R207d4r,i43225§3a|
corymbosum L.) (Bunea, et al. 2013) (You, et al. 2011) gues, '

2011)

'Resultado expresado como pmol de equivalentes Trolox en un gramo de peso seco.
’Resultado expresado como mg de equivalentes Acido galico en cien gramos de peso

Seco.

Existen investigaciones que avalan el gran potencial de los compuestos bioactivos
del maqui. Un estudio in vitro (Miranda - Rottmann, et al. 2002) reporta que la
capacidad de los polifenoles de extractos de maqui protegen contra la oxidacion
de la LDL (Lipoproteina de baja densidad) y contra el dafio oxidativo a células del
endotelio vascular, sugiriendo con ello un potencial anti—aterogénico de los
polifenoles del fruto. Otro estudio in vivo demuestra el efecto cardioprotector de
extractos de maqui contra la isquemia aguda en corazones de ratas. El extracto de
maqui protegid los corazones del dafio ocasionado por arritmias por reperfusion y
por no recuperacion del ritmo sinusal (Céspedes, et al. 2008). Mas aun, existe
evidencia in vitro que sugiere una actividad antiinflamatoria e inhibitoria de la
adipogénesis de los polifenoles del maqui (Schreckinger, et al. 2010). Se ha
investigado que extractos crudos de maqui serian capaces de inhibir la actividad
de las enzimas a—glucosidasa y a—amilasa, responsables de la degradacion de
carbohidratos en glucosa. Tal actividad podria suponer un potencial de algunos de
los polifenoles del maqui para “modular” la glicemia postprandial (Rubilar, et al.
2011). Recientemente, en un estudio in vivo se reportd que el extracto de maqui

puede ser utilizado como una intervencion preventiva contra el sindrome del ojo
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seco estimulando la hidratacion ocular modulando la capacidad de secrecion de
lagrimas en la glandula lacrimal gracias a un tipo de antocianina encontrada en la

baya de maqui (Nakamura, et al. 2014).

Por otro lado, se ha reportado que el estado de madurez del fruto al momento de
la cosecha interfiere en el contenido de compuestos bioactivos como polifenoles y
flavonoides (Fredes, et al. 2012). Cuando el fruto alcanza entre 18 y 19 °Brix,
presenta el mayor contenido de antocianinas y mayor capacidad antioxidante. Por
otro lado, se han estudiado diferentes genotipos del fruto descubriendo que
existen tres tipos de genotipos que se distinguen por su particular alto contenido
de antocianinas, los cuales ademas poseen la méas alta capacidad antioxidante
(Fredes, et al. 2013). Esto implica que al poseer una amplia variabilidad genética
es posible encontrar también una amplia variabilidad en resultados obtenidos de

los mismos métodos de ensayo.

2.1.10. Polifenoles y flavonoides con actividad antimicrobiana

Como se menciona anteriormente, los flavonoides son compuestos organicos
heterociclicos ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se encuentran en
frutas, vegetales, nueces, semillas, tallos, flores, vino y miel, entre otros
(Havsteen, 2002). Su funcion no sélo consiste en proporcionar colores atractivos
para los polinizadores (Middleton, et al. 2000; Harborne and Williams, 2000), sino
gue también estan implicados en la fotosensibilizacion, transferencia de energia,
en procesos asociados al crecimiento y regulacion hormonal, control de la
respiracion y fotosintesis, morfogénesis y la determinacion sexual de la planta
(Middleton, et al. 2000; Harborne and Baxter, 1999). En las hojas, se cree que
éstos compuestos promueven la supervivencia fisiologica de la planta,
protegiéndola — por ejemplo — de patdégenos fungicos o de la radiacion UV-B
(Harborne and Baxter, 1999; Harborne and Williams, 2000). En particular, la
accion antimicrobiana de los flavonoides seria explicada por mas de un

mecanismo de accién y asi mismo se detallan mas de un método de ensayo como

19



por ejemplo, el analisis de concentracion minima inhibitoria (MIC) o el método del
tiempo de muerte. El mecanismo de accion de los flavonoides ha sido identificado
como bacteriostatico o bactericida (Cushnie and Lamb, 2011). En el primer caso,
el mecanismo de accidn supone la agregacion bacteriana, sin embargo aun no
esta claro si se deberia a una agregacion genuina (células que se aglutinarian) o a
bacterias pseudo multicelulares, las cuales no se lograrian reproducir a través de
la fisibn binaria (Stapleton, et al. 2004). El segundo mecanismo de accidn
propuesto esta dado por el efecto bactericida, el cual se define generalmente
como la actividad que resulta en una reduccion del 99,9 % en el numero de
bacterias (Cushnie and Lamb, 2011).

Por otro lado, se han investigado diversos compuestos fendlicos que también
tendrian actividad antimicrobiana. Se ha establecido que dafian las paredes
celulares ocasionando el desprendimiento de los materiales celulares y por
consiguiente, la muerte del microorganismo (Abdel Ghani, et al. 2008). Los
polifenoles pueden atravesar la pared celular de ciertas bacterias e interactuar no
s6lo con los organelos intracelulares, sino que también con la superficie celular
(Kaur and Singh, 2008).

2.2. Liofilizaciéon

La deshidratacion es una excelente alternativa de conservacion con el fin de
aumentar la vida atil de un alimento, hacer méas facil su comercializacion,
transporte y uso. Entre las técnicas de deshidratacién disponibles, la liofilizacién
se ha vuelto objeto de interés debido a la calidad de los productos obtenidos a
partir de ella, proporcionando productos secos de estructura porosa conservando
la microestructura del mismo, lo cual se pondera en contra de su alto costo de
tratamiento (Krokida and Maroulis, 2000). El estado soélido del agua durante el
proceso de liofilizacion protege la estructura primaria y minimiza los cambios en la
estructura del alimento como el encogimiento excesivo (Marques, et al. 2006,
Ratti, 2001).
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El proceso de liofilizacion involucra tres etapas:

1. Congelacién: En dicha etapa se acondiciona el producto a liofilizar, de
manera tal que éste posea una estructura sélida sin intersticios en los que
haya liquido, para asi propiciar que todo el secado ocurra por sublimacion y
que el producto final sea lo mas uniforme posible. Los parametros de
presion y temperatura deben ser cercanos a los -20 °C y 760 mmHg
(presiéon atmosférica), respectivamente.

2. Secado primario por sublimacién: El secado primario se realiza una vez que
se alcancen presiones de vacio (0,1 mmHg) y la temperatura descienda
hasta los -40 °C. En esta etapa se retira la mayor cantidad de agua del
alimento, ocurriendo transferencia de masa y de calor. La transferencia de
masa tiene relacién con la transformacion del hielo en vapor mediante la
sublimaciéon del contenido acuoso del producto. Por otro lado, la
transferencia de calor se realiza mediante conveccion y conduccién en
menor medida desde el equipo al producto. La sublimacién ocurre debido al
desequilibrio entre presiones. La presion parcial de vapor que rodea al
producto debe ser menor a la presion de vapor del hielo del producto, a la
misma temperatura. El liofilizador provee bajas presiones, las cuales son
indispensables para lograr que el agua se evapore a los -40 °C.

3. Secado secundario por desorcion: El objetivo de dicha fase es reducir el
contenido de humedad residual en el producto tanto como sea necesario
para asegurar que el producto pueda ser almacenable a temperatura
ambiente. El agua que debe eliminarse es aquella denominada como “agua
ligada”, la cual requiere de presiones mas bajas (0,5 mmHg) y de un
aumento de temperatura (20 °C), ya que el esfuerzo por parte del equipo en

esta etapa es mayor debido a la naturaleza de aquella agua (Oliva, 2010).

Las bajas temperaturas empleadas en el proceso eliminan el shock térmico
contribuyendo a preservar componentes nutricionales como vitaminas y minerales,
retencién sabor y aroma original (Marques, et al. 2006), evitando la degradacién

de compuestos sensibles a altas temperaturas, ademas, la alta velocidad del
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proceso apoya la inactivacion enzimatica logrando una rapida inhibicion de la

oxidacion enzimatica (Abascal, et al. 2005, George, et al. 2011).

Por otro lado, la preservacion del contenido de compuestos bioactivos en
productos liofilizados es altamente variable. En un estudio acerca de distintos
meétodos de secado en grosella negra (Ribes nigrum) se descubrié que el proceso
de liofilizacion aumentd el contenido de compuestos fendlicos, lo cual fue atribuido
a la alta porosidad de la muestra y a la eficiencia de la extraccion de dichos
compuestos desde el tejido del vegetal (Wu, et al. 2010). EI mismo resultado fue
conseguido en otra investigacion en uvas muscadinas donde fueron comparados
tres métodos de secado, de los cuales la liofilizacion fue el Unico proceso que
logr6 aumentar el contenido de polifenoles totales (Vashisth, et al. 2011). Sin
embargo hay estudios que por el contrario, reportan que no existen cambios en el
contenido de compuestos bioactivos. Tal caso corresponde al reportado por
(Wojdyto, et al. 2009), donde el contenido de polifenoles en muestras frescas y
liofilizadas de frutillas (Fragaria ananassa) no vario. Un fendmeno similar ocurrié
en el estudio de (Materska, 2014) al comparar el contenido polifendélico y actividad
antioxidante en pimientos semi-picantes (Capsicum annuum, L.), donde la muestra
fresca registr6 una actividad antioxidante mayor que en el fruto liofilizado, el

mismo comportamiento se obtuvo en la cuantificacion de polifenoles totales.

2.3. Generalidades de las peliculas comestibles

El desarrollo de recubrimientos comestibles elaborados a partir de polimeros
biodegradables ha surgido como una tecnologia emergente para mejorar la
seguridad alimentaria gracias a sus multiples beneficios y asi, aumentar la vida util
de algunos alimentos, como frutas y alimentos carnicos, entre otros. Varios
biopolimeros como proteinas, polisacaridos y lipidos, asi como sus formas
combinadas se han utilizado para desarrollar recubrimientos y peliculas
comestibles (Mufioz, et al. 2012). Las peliculas comestibles promueven la

extension en la vida util del producto mejorando las caracteristicas organolépticas
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del producto que se ofrecerd. Es sabido que los films comestibles otorgan un
efecto protector en frutas y hortalizas evitando su deshidratacién, reduciendo la
respiracion, aumentando la calidad estructural, ayudando a preservar los

compuestos volatiles y reduciendo el deterioro microbiano (Giosafatto, et al. 2014).

Para elaborar peliculas comestibles existen dos procesos principales: Uno de ellos
es el “proceso seco”, que se fundamenta en la conducta termoplastica que
algunas proteinas y polisacaridos muestran a bajos niveles de humedad por
compresion y extrusion. En el método de moldeo por compresion, luego de
formada la masa de los componentes de la pelicula, se aplica una presion y
temperatura determinadas durante un tiempo establecido, para lograr asi la
formacion de la pelicula. Otro método mas utilizado llamado “proceso humedo”,
gue involucra la dispersion o solubilizacién de los biopolimeros en una solucién
para la formacion de la pelicula, seguida por la evaporacién del solvente. Un
ejemplo es el método casting, en el cual luego de formada la solucion de los
componentes de la pelicula, se realiza la evaporacion del solvente a temperatura y

humedad controladas, formandose asi las peliculas (Escobar, et al. 2009).

Para que una pelicula o film comestible se considere tal, debe recubrir el alimento
en forma de capa fina y continua de material comestible, dispuesta sobre la
superficie del mismo. Las caracteristicas de las materias primas para elaborar una
pelicula estdn afectadas por diversos parametros como la formulacién, las
caracteristicas del solvente, aditivos y la tecnologia empleada en la elaboracién
(Ruiz-Navajas, 2014). Como se menciona anteriormente, las peliculas pueden
formarse con diversas materias primas como carbohidratos (almidones, extractos
de algas, pectinas, gomas o quitosano), las cuales crean matrices estables. El
quitosano presenta propiedades formadoras de peliculas, ademas de mostrar
ciertas propiedades antioxidantes y antimicrobianas por si mismo (Sayas-Barbera,
et al. 2011). A continuacion se detallara algunos aspectos relevantes en cuanto a

dicho polisacarido “quitosano”:
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2.3.1. Quitosano

El quitosano, poli-B-(1,4)-D-glucosamina-N-acetil-D-glucosamina (figura 2a), es un
polisacarido obtenido de la desacetilacion de la quitina, poli-B-(1,4)-N-acetil-D-
glucosamina, (figura 2b), el segundo polisacarido natural mas abundante, después
de la celulosa. La quitina es el mayor constituyente del exoesqueleto de los
crustaceos (Zivanovic, et al. 2005), sin embargo para uso industrial, la quitina no

es compatible ya que es insoluble en agua y solventes organicos (Rinaudo, 2006).

CHy0H : | CHpOH
HT,__F .0 -H;_____Fn_.

Figura 2. Estructuras quimicas de un mondmero de quitosano (a) y quitina (b).
Fuente: (Ruiz-Navajas, 2014).

Por otro lado, el quitosano como material para la elaboracion de matrices es objeto
de un creciente interés tecnologico debido a algunas de sus propiedades
fisicoquimicas, como su mayor solubilidad en agua respecto de la quitina y su
biodegradabilidad. Posee aplicaciones en multiples ambitos. En la industria
cosmética es utilizado en tratamientos contra el acné, en biomedicina tiene
diversas aplicaciones como por ejemplo en suturas quirdrgicas, reconstrucciones
Oseas e implantes dentales. En la industria alimentaria, al ser considerado como
un material biolégico amigable con el medioambiente, el quitosano posee un gran
potencial para ser usado como un recurso alternativo en el envasado activo de
alimentos, ya que posee intrinsecamente propiedades antimicrobianas vy

antioxidantes (Ruiz-Navajas, 2014).
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2.3.2. Films de quitosano

El quitosano posee ventajas por sobre otros polimeros basados en biomoléculas
usadas como materiales de envase debido a su comportamiento antibacterial y
capacidad quelante de minerales bivalentes (Abdollahi, et al. 2012, Aider, 2010).
Es por ello que el quitosano se ha utilizado ampliamente como un recubrimiento
antimicrobial debido a la efectividad en la inhibicion no sélo contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, sino también contra hongos y levaduras. Dicha
propiedad antimicrobiana se debe principalmente a su carga positiva, la cual
interfiere con los residuos cargados negativamente de las macromoléculas en la
superficie celular microbiana, causando el desprendimiento de la membrana

(Siripatrawan, et al., 2010).

Generalmente las concentraciones mas utilizadas de quitosano para elaborar films
estdn en un rango entre 1 — 3 % en soluciones acuosas acidificadas de acido
acético o acido lactico. Junto a ellos, ademas se debe afadir un agente
plastificante como es el glicerol (aprox. 0,5 mL de glicerol por cada gramo de
quitosano utilizado) (Ruiz-Navajas, 2014).

2.3.2.1. Propiedades antimicrobianas y antioxidantes en films de quitosano

con incorporacion de extractos

Los films de quitosano con incorporacion de distintos extractos exhiben
determinadas propiedades de barrera (humedad, aromas, lipidos, luz) gracias a la
interaccion entre el material del film y el extracto, y también logran excelentes
propiedades antioxidantes y/o microbianas ocasionadas por la presencia de los
mismos, lo cual es una buena alternativa para lograr el aumento de la vida util y
mantener la calidad organoléptica del producto (Wu, et al. 2013). Dicha actividad
antioxidante del film podria estar relacionada con los compuestos fendlicos
provenientes del extracto afiadido, y a su vez dichos compuestos estan

estrechamente relacionados con las propiedades antioxidantes siguiendo distintos
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mecanismos, como el atrapamiento de radicales libres, la donacion de atomos de

hidrégeno y/o quelacién de metales de transicion.

Al agregar extractos naturales (aceites esenciales, extracto de aceite de semilla de
uva extracto de té verde, entre otros) con propiedades antioxidantes en films no
solo logran que éstos aumenten su actividad antioxidante y contenido de
polifenoles totales (Li, et al. 2014), sino que ademas una pelicula con adicion de
extractos puede ser una importante barrera contra la contaminacién microbiolégica
y quimica en la industria alimentaria. En este sentido, se han estudiado las
propiedades antimicrobianas en films de quitosano adicionados con aceites
esenciales frente a microorganismos relativos al deterioro de los alimentos. En el
estudio de Zivanovic, et al. (2005) fueron evaluados in vitro, films enriquecidos con
aceites esenciales de anis, albahaca, cilantro y orégano, contra patégenos como
L. monocytogenes y E. Coli O157:H7. Los resultados mostraron que los films con
orégano fueron los mas activos, sin embargo aquellos con cilantro y anis también
mostraban actividad antimicrobiana. Otro estudio (Ruiz-Navajas, et al. 2013) que
utiliz6 aceites esenciales de hierbas Thymus moroderi y Thymus piperella,
demostraron poseer actividad antimicrobiana contra distintas cepas relacionadas
al deterioro de los alimentos como Serratia marcenscens y Listeria innocua, entre
otras y ademas actividad antioxidante. Mas aun, se han incorporado extractos
naturales como Té verde, semillas de uvas y hojas de ginkgo (Li, et al. 2014) a
films comestibles, siendo la adicién del extracto de hojas de ginkgo la que obtuvo
la mayor cuantificacion de actividad antioxidante por DPPH, aunque los films
adicionados con los otros extractos también registraron una alta capacidad

antioxidante.
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3. HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos obtenidos de maqui poseen un comprobado efecto
antioxidante, proporcionando dicho efecto en situaciones de estrés oxidativo.
Mediante el proceso de liofilizacion se obtendra un producto que conserve dichos
compuestos bioactivos, siendo viable de ser usado como ingrediente funcional en
una matriz alimentaria elaborada con quitosano de manera que éstas aumenten su

capacidad antioxidante.
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4.1.

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial tecnolégico de componentes antioxidantes obtenidos del fruto

liofilizado nativo chileno Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz y su aplicacion a una

matriz alimentaria tipo pelicula comestible de quitosano.

4.2.

Objetivos Especificos

Realizar la liofilizacion del maqui para ser caracterizado e incorporado a
una matriz alimentaria tipo pelicula comestible.

Caracterizar el polvo liofilizado a través de composicion quimica, capacidad
antioxidante, polifenoles totales y flavonoides totales.

Determinar la actividad antimicrobiana del polvo liofilizado frente a
microorganismos relativos a la degradacion de alimentos.

Elaborar una matriz alimentaria tipo pelicula comestible con incorporacion
de liofilizado de maqui.

Caracterizar las peliculas a través de andlisis de capacidad antioxidante,
polifenoles totales y flavonoides totales.

Determinar la actividad antimicrobiana de las peliculas contra

microorganismos relacionados al deterioro de los alimentos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de trabajo

La liofilizacion del fruto y los andlisis preliminares de la elaboracién de los films
fueron realizados en el laboratorio de Biomateriales del Departamento de
Ingenieria Quimica y Bioprocesos de la Escuela de Ingenieria de la Pontificia

Universidad Catolica de Chile. Santiago, Chile.

La composicion quimica de la materia prima utlizada fue realizada en el
laboratorio de Quimica de los Alimentos del Departamento de Nutricion de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Santiago,
Chile.

Los analisis quimicos (capacidad antioxidante, polifenoles totales, flavonoides
totales) y microbiolégicos tanto al liofilizado de maqui como a las peliculas
elaboradas se realizaron en el laboratorio de Industrializacion de Productos de
Origen Animal (IPOA) del Departamento de Tecnologia Agroalimentaria de la
Escuela Politécnica Superior de Orihuela en la Universidad Miguel Hernandez.

Alicante, Espafa.

5.2. Materia Prima

Para llevar a cabo el presente proyecto, la empresa Geco Group facilitdé la materia
prima (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz) en estado fresco y en congelacion,
proveniente de la ciudad de Cafiete, en la provincia de Arauco en la VIII Regién
del Bio — Bio de Chile. Las muestras continuaron congeladas y almacenadas a -22

°C hasta los analisis posteriores.
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5.3. Metodologia de anélisis liofilizado de maqui

5.3.1. Obtencién del liofilizado

El maqui fresco fue triturado aun estando congelado en batidora de inmersion
Black and Decker SB400; luego con la ayuda de un mortero se realiz6 una
segunda molienda suave. El fruto molido fue liofilizado en un Liofilizador
(Labconco, 4.5, Kansas, Estados Unidos) a -10 °C a presion de vacio de 100 MT
durante 72 h. El producto obtenido fue nuevamente triturado en mortero y

finalmente tamizado para retirar las semillas.

5.3.1.1. Obtencién de extracto de liofilizado de maqui

El procedimiento se realiz6 acorde a la metodologia de Chaves Lo6pez, et al.
(2015) con modificaciones. Se extrajo 1 g de muestra con 5 mL de solucion
metanol/agua (80:20). La mezcla fue homogeneizada utilizando un homogenizador
rotor-estator (Ultraturrax IKA, T25D, Staufen, Alemania) a 12.000 rpm durante 1
min, luego se centrifugé a 5.000 rpm por 10 min. A continuacion, se filtr6 con la
ayuda de un filtro Millipore de 0,45 um (Millipore Corporation, Bedfort, EUA).

Finalmente se diluyé con agua destilada dicho extracto en una proporcion de 1:10.

5.3.2. Capacidad antioxidante

5.3.2.1. Analisis de antioxidantes por DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl

free radical scavenging)

Este ensayo se realizO siguiendo un meétodo previamente establecido (Brand-
Williams, et al. 1995). Se colocaron en tubos de ensayo 200 pyL de cada muestra y
se adicionaron 2 mL de la solucion metandlica de DPPH (Sigma — Aldrich
Chemical, Co., Steinheim, Alemania), se agitdé durante 1 min en un agitador tipo

vortex (2500 rpm) y se reservaron en oscuridad por 15 min. Luego se midio la
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absorbancia en un espectrofotometro (Hewlett Packard HP 8451, Cambridge,
Reino Unido) a 517 nm. Los resultados fueron expresados como miligramos de
equivalentes trolox por gramo de muestra (mg ET/g) como promedio de tres

repeticiones.

5.3.2.2. Analisis de antioxidantes por FRAP (Ferric reducing antioxidant

power)

Siguiendo el método de cloruro hierro-ferricianuro potasico (Oyaizu, 1986), a 1 mL
de muestra se le adiciond 2,5 mL de tampdn fosfato (0,2 M, pH 6,6) y 2,5 mL de
ferricianuro potasico al 1 % (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia). Se agito
durante 1 min y se incub6 a 50 °C durante 20 min. Una vez transcurrido este
tiempo se afiadi6 2,5 mL de &cido tricloroacético al 10 % (Panreac Quimica,
Barcelona, Espafia) y se agité durante 2 min. Se tomd una alicuota de 2,5 mL de
dicha muestra y se mezclé con 2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de cloruro de
hierro hexahidratado al 0,1 % (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia). Una vez
que se volvio a agitar la mezcla por 2 min, se dej6 reposar durante 10 min
adicionales y se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro (Hewlett Packard
HP 8451, Cambridge, Reino Unido) a 700 nm. Los resultados fueron expresados

como mg ET/g como promedio de tres repeticiones.

5.3.2.3. Analisis de antioxidantes por FIC (Ferrous ion chelating)

Segun un método anteriormente descrito (Carter, 1971), a 1 mL de cada muestra
se les agreg6 0,1 mL de sulfato de hierro tetrahidratado 2mM (Panreac Quimica,
Barcelona, Espafia) y 3,7 mL de metanol. Se agité durante 1 min en un agitador
tipo vortex y se dejaron reposar durante 5 min. A continuacién, se afiadio 200 pL
de ferrozina 5mM (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) y se volvié a agitar
durante 2 min. Luego de dejar las muestras en reposo por 10 min, se midio la

absorbancia en un espectrofotometro (Hewlett Packard HP 8451, Cambridge,
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Reino Unido) a 562 nm. Los resultados fueron expresados como pug EDTA/g de

muestra como promedio de tres repeticiones.

5.3.3. Contenido de polifenoles totales

Para realizar dicho método se siguié el método Folin — Ciocalteau (Singleton, et al.
1999). Se colocaron 300 pyL de cada muestra y 2,5 mL de solucién de Folin —
Ciocalteau diluida 1:10, v/v (Sigma — Aldrich Chemical Co., Steinheim, Alemania).
Se agitd durante 1 min en un agitador tipo vértex. Luego se adicion6 2 mL de
carbonato de sodio 7,5 % v/v (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) y se volvio a
agitar por un minuto. Las muestras se incubaron durante 5 min a 50 °C y luego se
enfriaron a temperatura ambiente durante 5 min y finalmente se midi6 la
absorbancia en un espectrofotometro (Hewlett Packard HP 8451, Cambridge,
Reino Unido) a 760 nm. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes
acido gélico por gramo de muestra (mg EAG/g) como promedio de tres

repeticiones.

5.3.4. Contenido de flavonoides totales

El presente ensayo se baso6 en un estudio anterior (Blasa, et al. 2006). A 1 mL de
muestra se adicion6 0,3 mL de solucion de nitrito de sodio al 5 % (Panreac
Quimica, Barcelona, Espafia), se agitd6 1 minuto en un agitador tipo vortex. Se
esperaron 5 min para luego adicionar 0,3 mL de cloruro de aluminio al 10 %
(Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) y se agit6 nuevamente, por 1 min. Luego
de 6 min, se neutralizd con 2 mL de hidréxido de sodio 1 N (Panreac Quimica,
Barcelona, Espafa), finalmente luego de 5 min, se midié la absorbancia de las
muestras en un espectrofotometro (Hewlett Packard HP 8451, Cambridge, Reino
Unido) a 510 nm. Los resultados fueron expresados como miligramos de
equivalentes rutina por gramo de muestra (mg ER/g) como promedio de tres

repeticiones.
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5.3.5. Actividad antimicrobiana

5.3.5.1. Extraccion de la muestra de liofilizado de maqui

La extraccion de la muestra de maqui se realiz6 acorde a un protocolo anterior
(Chaves Loépez, et al. 2015) con modificaciones, 1 g de liofilizado de maqui se
mezclé con 5 mL de metanol/agua (80:20) con la ayuda de un homogenizador
rotor-estator (Ultraturrax IKA, T25D, Staufen, Alemania) a 12.000 rpm durante 1
min, luego se centrifugd a 5.000 rpm por 10 min. El sobrenadante se reservo y el
residuo fue tratado con 5 mL de solucién acetona/agua (70:30) y nuevamente se
mezclé utilizando un homogenizador rotor-estator seguido de una centrifugacion a
5.000 rpm por 10 min y se desechd el Ultimo residuo obtenido. Ambos
sobrenadantes se unieron y se secaron en un evaporador rotatorio (Rotavapor
Biichi R—200, Flawil, Suiza). Luego se les agrego caldo Muller Hinton broth (MHB)
(Scharlau S.L., Espafia) para asi obtener la solucion madre de maqui liofilizado
(MHB+M).

5.3.5.2. Método de actividad antimicrobiana para liofilizado de maqui

La actividad antimicrobiana fue evaluada acorde al método de microdilucion en
caldo colorimétrico (Abate, et al. 1998), con algunas modificaciones contra ocho
cepas bacterianas. Las cepas Serratia marcescens CECT 854, Aeromonas
hydrophila CECT 5734, Shewanella putrefaciens CECT 5346 y Achromobacter
denitrificans CECT 449 fueron incubadas a 26 °C durante 24 h, Alcaligenes
faecalis CECT 145, Enterobacter amnigenus CECT 4078, Enterobacter gergoviae
CECT 587 fueron incubadas a 37 °C durante 24 h en caldo Nutrient Broth No. 2
(NB No. 2) (Oxoid Ltd, Inglaterra) y Listeria innocua CECT 910 fue incubada a 37
°C por 24 h en caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Scharlau S.L., Espaia) y
ajustada a una densidad final de 10° UFC/mL y usada como inéculo. Las
microplacas de 96 pocillos (lwaki brand, Asahi Techno Glass, Japon) fueron
preparadas agregando 10 pL de inoculo a todos los pocillos. Al primer pocillo se
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agrego 490 uL de MHB+M y 10 pL de inéculo, a los pocillos siguientes se les
agrego distintas cantidades de MHB y MHB+M. El contenido de las microplacas
fue mezclado en un agitador de platos a 150 rpm por 2 min antes de ser incubadas
por 24 h a las temperaturas de 26 °C y 37 °C segun fue el inoculo utilizado.
Después de la incubacion, 25 puL de MTT ((3-4,5-dimetil tiazolilo-2)-2,5-difenil
tetrazolium bromuro) (Sigma Life Science), disueltos en DMSO (dimetil sulfoxido)
0,8 mg/mL (Sigma Life Science) fue afiadido a cada pocillo e incubado por 1 h
para que asi los microorganismos pudiesen metabolizar el MTT color amarillo y
asi, cambiasen el color de las muestras (rojas) a purpura. El valor de
concentracion inhibitoria minima (MIC) fue considerada como la concentracion del
primer pocillo que no cambi6 de color (desde rojo a puarpura). El procedimiento se
repiti6 tres veces para cada microorganismo. Las cepas bacterianas fueron
suministradas por la Colecciébn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la

Universidad de Valencia.

5.3.6. Determinacion del analisis proximal

Los contenidos de humedad, materia grasa, fibra dietaria total y cenizas fueron
determinados mediante métodos AOAC (AOAC, 1997). La humedad del liofilizado
se determind mediante la pérdida de peso después de deshidratar la muestra a
105°C por 24 h. La cuantificacion de materia grasa (g materia grasa/100 g peso
seco (p.s.)) fue calculada por la pérdida de peso después de realizar una
extraccion con Hexano (Heyn S.A., Santiago, Chile) en un extractor Soxhlet (Velp
Scientifica SER 148, Italia). El contenido de fibra dietaria total (g FDT/100 g p.s.)
fue obtenido siguiendo el método 991.43 (AOAC, 1997) mediante un extractor de
fibra dietaria (Velp Scientifica CSF — 6, Italia). ElI contenido de cenizas (g
cenizas/100 g p.s.) se determind en una mufla de laboratorio a 550 °C por 5 h.
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5.4. Metodologia de analisis a los films

5.4.1. Elaboracién de films

La elaboracion de los films se realizé siguiendo una metodologia anterior (Ojagh,
et al. 2010) con modificaciones. Se disolvi6 1 g de quitosano (de alto peso
molecular) 75 % - 85 % deacetilado (Sigma — Aldrich Chemical Co., Steinheim,
Alemania) por cada 100 mL de solucion de acido lactico al 1 % v/v (Sigma —
Aldrich Chemical Co., Steinheim, Alemania) mediante agitacion magnética a
temperatura ambiente por 24h. Luego, se agrego glicerol en una concentracion de
2,5 mL por gramo de quitosano (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) y se volvié
a agitar por 30 min adicionales a temperatura ambiente. Se elaboraron tres
matrices distintas:

1. Control sin incorporacion de liofilizado de maqui (q).

2. Con liofilizado de maqui al 0,5 % (g+maqui 0,5%).

3. Con liofilizado de maqui al 1 % (g+maqui 1%).
Se volvié a agitar por 30 min. Se utilizaron placas Petri de 9 cm de diametro, a las
cuales se les agregd 20 mL de soluciones formadoras de films y finalmente, se
secaron a 37 °C por 48 h. Las muestras secas fueron almacenadas en un
desecador a 25 °C y 51 % de humedad relativa antes de los ensayos. Para lograr
dicha humedad se utilizé una solucion saturada de nitrato de magnesio (Panreac

Quimica, Barcelona, Espafia).

5.4.2. Obtencién de extractos de los films

En la obtencién de extractos de films se utilizé el protocolo de Ruiz-Navajas, et al.
(2013) con modificaciones. Se peso 1 g de cada film y se agregd 5 mL de metanol
y se transfiri6 a un bafio de ultrasonido (Selecta S.A., Barcelona, Espafia) durante
60 min. Luego, se colocaron las muestras en un homogenizador rotor-estator
(Ultraturrax IKA, T25D, Staufen, Alemania) a 12.000 rpm durante 1 min.

Finalmente, los extractos fueron diluidos 1:5 en metanol.
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5.4.3. Analisis quimicos alos films

Se realizaron andlisis de antioxidantes para los extractos (obtenidos del punto
5.4.2.) de los tipos de films preparados (g, g+maqui 0,5% y g+maqui 1%) por los
métodos DPPH, FRAP y FIC siguiendo la misma metodologia descrita en los
puntos 5.3.2.1., 5.3.2.2. y 5.3.2.3. respectivamente. Ademas, se midi6 polifenoles
totales y flavonoides totales siguiendo las metodologias 5.3.3 y 5.3.4. ya descritas.

5.4.4. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalu6 acorde al método de difusion en disco de
agar (Tepe, et al. 2005) con algunas modificaciones contra ocho cepas
bacterianas. Las placas Petri se prepararon adicionando 20 mL de agar Nutrient
Agar Il (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) en el caso de Serratia
marcescens CECT 854, Shewanella putrefaciens CECT 5346, Pseudomonas
fluorescens, Achromobacter denitrificans CECT 449 y Aeromonas hydrophila
CECT 5734 vy fueron incubadas a 26 °C durante 24 h. A las cepas Alcaligenes
faecalis CECT 145 y Citrobacter freundii CECT 4626 se agregd 20 mL de agar
Nutrient Agar | (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) a cada placa y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. En el caso de la cepa Listeria innocua CECT 910,
se agreg6 20 mL de agar Brain Heart Infusion (Sharlab, Barcelona, Espafia) y se
incubd a 37 °C por 24 h. Se cortaron cuadrados de 1cm? de cada film y se situaron
al centro de cada placa de 9 cm de didmetro que contenian los distintos

microorganismos y se incubaron por 24 h a 37°Cy a 26°C.
5.4.4.1. Analisis Estadisticos
Se realizd andlisis de varianza (ANOVA de una cola) para evaluar diferencias

estadisticamente significativas de los resultados obtenidos mediante el programa

Statgraphics Centurion Software XV ver. 15.1.02.
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados para el liofilizado de maqui

6.1.1. Capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante del liofiizado de maqui mediante tres
meétodos distintos (DPPH, FRAP y FIC). En la tabla 4 se exponen los resultados
obtenidos.

Tabla 4: Capacidad antioxidante del liofilizado de maqui (Promedio + SD).
DPPH FRAP FIC

Muestra 3 4
(mg ET/g p.s.) (mg ET/gp.s.) (ug EDTA%/gp.s.)
Liofilizado
_ 2,81+0,04 25,2+0,38 121,12+1,88
de maqui

® mg TE: miligramos de equivalentes Trolox por gramo de peso seco; * ug EDTA:

microgramos equivalentes de EDTA por gramo de peso seco.

Mediante el método DPPH, el resultado obtenido (tabla 4) fue menor al descrito
por Gironés-Vilaplana, et al. (2014) de 30,96 mg ET/g p.s. Esta diferencia es
atribuible a distintas variables como la procedencia del fruto, clima, altitud, época
del afio en que fue recolectado e incluso al método mismo. En particular, la amplia
variabilidad genética del fruto, que ha sido demostrada en un estudio anterior
(Fredes, et al. 2013) podria ser un pardmetro que explicaria las diferencias en los
resultados. EI mismo fendmeno ocurrié en el caso del andlisis mediante FRAP,
donde el resultado obtenido es menor al reportado por Gironés-Vilaplana, et al.
(2014) de 50,49 mg ET/g p.s. En el dltimo andlisis de capacidad antioxidante
mediante FIC, no se han reportado valores para el fruto fresco asi como tampoco
para el liofiizado de maqui. Sin embargo se compara el resultado del presente
analisis de 121,12 ug EDTA/g con aquel reportado por Chaves Lépez, et al.
(2015) de 4,29 ug EDTA/g p.s. para el fruto Borojoé (Borojoa patinoi Cuatrecasas) y
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con el resultado obtenido por (Viuda-Martos, et al. 2011) de 42,87 ug EDTA/g p.s.
para el arilo y la cascara de la granada (Punica granatum L.). El maqui fue capaz
de quelar una mayor cantidad del i6n Fe*? y asi inhibir la formacién del complejo
ferrozina-Fe*?, lo cual demuestra su alta capacidad antioxidante en comparacién a

las muestras referenciales.

Si bien los métodos anteriormente expuestos miden la capacidad antioxidante de
una muestra, estan basados en diferentes mecanismos. El analisis mediante
DPPH determina la capacidad de inactivar un atomo de nitrdgeno que posee un
electron desapareado del reactivo DPPH gracias a un antioxidante de la muestra
que dona un hidrégeno capaz de unirse a aquél nitrégeno y transformarlo a su
forma no radicalaria, lo cual se visualiza mediante la decoloracion de la solucion
metandlica de DPPH. El analisis por FRAP evallua el poder reductor de una
muestra a pH bajo midiendo el cambio en la absorbancia al reducir i6n férrico
(Fe*®) a ion ferroso (Fe*?) presente en el reactivo FRAP. Por dltimo, el anélisis
mediante FIC mide cuan eficaz puede competir la muestra con el reactivo ferrozina
por el i6n ferroso (Fe*™®) mediante la formacion de un quelato estable de Fe*?, para
asi reducir la concentracién de aquellos iones (Fe*?) libres y con ello, y asi

disminuir la extensiéon de la reaccion de Fenton.
6.1.2. Contenido de polifenoles totales

Tabla 5: Contenido de polifenoles totales (CPT) (Promedio + SD).
Muestra CPT (mg EAG>/g p.s.)

Liofilizado

_ 49,74+0,57
de maqui

®> mg EAG: miligramos de equivalentes de Acido gélico por gramo de peso seco.

El resultado obtenido para el contenido de polifenoles totales en el presente
ensayo fue de 49,74 mg EAG/g como se expuso en la tabla 5. El cual se comparé

con aquel reportado en un estudio anterior (Schreckinger, et al. 2010), también
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sobre maqui liofilizado donde se obtuvo 53,3 mg EAG/g. Cabe destacar que en
ambos ensayos se utilizd la misma técnica de deshidratacion por liofilizacion
obteniéndose resultados similares. En particular, los factores principales que
afectan especificamente el contenido de polifenoles en frutas son la etapa de
cosecha, conservacion y procesamiento, medio ambiente y el genotipo
(Vvedenskaya, et al. 2004; Kulkarni and Aradhya, 2005; Wang, et al. 2009). Por
otro lado, se ha reportado en el estudio de Miranda-Rottmann, et al. (2002) que
existe correlacion entre el contenido de polifenoles totales con la actividad

antioxidante de las muestras de maqui.

6.1.3. Contenido de flavonoides totales

Tabla 6: Contenido de flavonoides totales (CFT) (Promedio + SD).

Muestra CFT (mg RE®%qg p.s.)
Liofilizado de
. 68,04+24,63
maqui

® mg ER: miligramos de equivalentes de Rutina por gramo de peso seco.

El resultado del analisis de flavonoides totales fue comparado con el trabajo
realizado por (Lépez-Vargas, et al. 2013), en el cual se obtuvo 6,83 mg ER/g para
la fruta Maracuya (Passiflora edulis var. Flavicarpa), y con el bagazo de la fruta
entera del jugo de granada (Punica granatum L.) obtenido en el estudio de Viuda-
Martos, et al. (2011) de 7,19 mg ER/g. El contenido de flavonoides totales del
maqui fue superior a ambas referencias bibliograficas, como se expuso en la tabla
6. Dicha diferencia se atribuye a la comprobada naturaleza antioxidante del fruto
estudiado. El estudio de Fredes, et al. (2013) reporta que los genotipos con mayor
contenido de antocianinas (pigmentos hidrosolubles que pertenecen al grupo de

los flavonoides), también obtuvieron las capacidades antioxidantes mas altas.
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6.1.4. Actividad antimicrobiana

Tabla 7: Actividad antimicrobiana del extracto de liofilizado de maqui (ELM).

Cepa Bacteriana MIC” (uL/mL)
Listeria innocua 50
Alcaligenes faecalis 60
Enterobacter amnigenus 100
Enterobacter gergoviae 80
Serratia marcescens 60
Aeromonas hydrophila 40
Shewanella putrefaciens 70
Achromobacter denitrificans 80

" MIC: Concentracion minima inhibitoria

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos por el ELM contra ocho
bacterias, a través del método de microdilucion con concentraciones de ELM entre
20 y 100uL/mL. Se escogieron dichas bacterias por su relacién al deterioro de los
alimentos. Con ellos se afirma que el microorganismo que requirid la
concentracion mas baja de ELM para su inhibicion fue Aeromonas hydrophila (40
puL/mL), mientras que aquel que precisé la maxima concentracion para lograr la
inhibicién fue Enterobacter amnigenus (100 uL/mL). Si bien existen estudios que
avalan que extractos naturales poseen actividad antimicrobiana, la razén de su
capacidad no estd bien documentada. Sin embargo, se cree que la actividad
antimicrobiana del ELm podria estar provocada por compuestos como polifenoles
y/o flavonoides. La actividad antimicrobiana de aquellos compuestos esta
ampliamente demostrada (Cushnie and Lamb, 2005; Tian, et al. 2009;
Boulekbache-Makhlouf, et al. 2013; Kaur and Singh, 2008). Se ha propuesto que
dichos compuestos causan dafio a las membranas celulares causando el
desprendimiento de materiales intracelulares y ocasionando la muerte del
microorganismo (Abdel Ghani, et al. 2008). En el estudio de Kaur and Singh, 2008,

los autores proponen que el mecanismo de accion de los polifenoles en el
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microorganismo tendria relacion con accion extracelular o blancos intracelulares.
Los autores reportan que los polifenoles pueden atravesar la pared celular de la
bacteria e interactuar con compartimientos intracelulares independiente a la
interaccion en la superficie celular. Estos compuestos podrian interactuar con las
proteinas de la superficie de la bacteria mediante puentes de hidrogeno a través
de sus grupos hidroxilos, los cuales ocasionarian cambios en la permeabilidad de
la membrana y asi la destruccion de la célula, ademas Tian, et al. (2009) report6
gue dichos compuestos podrian penetrar en la bacteria y coagular el contenido

celular.

6.1.5. Composicion quimica

La composicion quimica del liofilizado de maqui se realizé a través de un analisis
proximal, cuyos resultados son expuestos en la tabla 8. En los anexos se
encuentran los calculos realizados para obtener los resultados. Los resultados en

negrita son aquellos obtenidos experimentalmente.

Tabla 8: Resultados en base seca del analisis realizado y la referencia consultada.

Composicion quimica Contenido (g/100g p.s.) Schmidt-Hebbel, et al. (1992)

Calorias 273,90 (kcal)® 341,48 (kcal)®

Humedad 0,74+0,06 0,74

Proteinas 1,820 1,82

Materia grasa 0,90+0,07 tr.

E.N.N. 92,89®
Carbohidratos 64,63® 83,55®
Fibra soluble 9,34® L 11,16 (FDT)

30,47+1,29 (FDT')
Fibra cruda 1,82
Cenizas 1,44+0,004 2,73

® Datos calculados tedricamente. ° Datos bibliogréficos en base seca para el fruto fresco
extraido de Schmidt-Hebbel, et al. (1992). % EDT: Fibra dietaria total, sumatoria de fibra

soluble e insoluble (o cruda).
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Los resultados obtenidos en este estudio fueron comparados con aquellos
reportados por Schmidt-Hebbel, et al. (1992), los cuales corresponden a valores
obtenidos para el maqui fresco y expresados en base humeda, por lo tanto sus
valores fueron re calculados para obtenerlos en base seca y de esta forma, hacer

comparables ambos estudios.

En primer lugar, se realiz6 una estandarizacion del contenido de humedad. Esto
es, se trabajo con el contenido de agua del liofilizado, es por ello que ambos datos
poseen el mismo valor (0,74 g). A partir de ello, el contenido calérico que posee el
liofilizado de 273,90 kcal dista de aquel obtenido en base seca de la referencia
(341,48kcal), lo cual podria ser explicado con la diferencia en el contenido de
carbohidratos de ambas muestras, ya que éstos influyen directamente en el
calculo de energia. El contenido de proteinas y fibra cruda solamente fue posible
obtenerlos de datos bibliogréficos, ya que al ser éstos los Ultimos analisis en
realizarse, la muestra fue insuficiente para sus realizaciones. Para el contenido de
materia grasa, la literatura consultada reporta como valor “traza” la cantidad de
grasa en el fruto, por lo cual es dificil realizar una comparativa certera entre ambos
resultados, sin embargo el contenido registrado en la presente investigacion de 0,9
g denota la baja cantidad de materias grasas presentes en el liofilizado de maqui.
El contenido de carbohidratos estimados fue menor (64,63 g) en comparacion al
valor de la referencia (83,55 @), sin embargo ambas cifras son teéricas, por lo
tanto se precisarian andlisis quimicos para determinar dichos valores en forma
experimental. En el caso de la fibra dietaria total (suma de la fibra soluble e
insoluble (o cruda)), se obtuvo experimentalmente un valor mayor (30,47 g) a
aguel obtenido de dicha sumatoria para el caso de la referencia (11,16 g), lo cual
podria ser explicado porque el andlisis de fibra cruda es una aproximacion grosera
del contenido de fibra total, ya que con el método gravimétrico que se utiliza para
analizar fibra cruda se subvalora en forma importante el contenido de FDT ya que
se disuelve gran parte de la hemicelulosa y lignina, cantidades variables de
celulosa y toda la fibra soluble (Pak, 2007), es por ello que el valor que reporta

Schmidt-Hebbel, et al. (1992) es menor al obtenido en la presente investigacion, lo
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cual es avalado por Moron et al. (1997), donde los autores reportaron que los
valores de fibra dietaria son por lo general de 3 a 5 veces mayores que los valores
de fibra cruda. En cuanto al E.N.N. (extracto no nitrogenado) que consta de
carbohidratos solubles (carbohidratos y fibra soluble, la cual incluye pectinas,
gomas, mucilagos, entre otros) pero que incluye una cantidad variable de
carbohidratos no digeribles, solo fue posible estimarlo tedricamente para la
referencia. En cuanto al valor obtenido de cenizas, el valor de la literatura de 2,7 g
fue practicamente el doble al obtenido de 1,44 g, lo cual supone que el proceso de

deshidratacion por liofilizacion altera significativamente el contenido de cenizas.
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6.2. Resultados para los films

6.2.1. Capacidad antioxidante

Tabla 9: Capacidad antioxidante de los films elaborados mediante DPPH, FRAP y
FIC.

DPPH FRAP FIC
Muestras . ) )
(mg ET/g film)  (mg ET/g film)  (ug EDTA/g film)
quitosano control (q) N.A. Y 0,16+0,11° 107,813,712
g+maqui 0,5 % 2,06+0,03? 4,26+0,01° 109,994,252
g+maqui 1 % 2,80+0,24° 9,36+1,11° 111,15+3,38?

10'N.A.: No activo.

En la tabla 9 se observan los resultados para los tres andlisis de capacidad
antioxidante realizados a las muestras estudiadas. En primer lugar, el analisis de
capacidad antioxidante mediante DPPH solo pudo ser estudiado en las muestras
con liofilizado incorporado, ya que en ausencia de éste, la muestra de extracto de
quitosano control (q) no logré decolorar la solucion metandélica de DPPH. Se
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre las dos
muestras restantes, obteniéndose un valor mayor para el film con mayor
concentracion de liofilizado incorporado (g+maqui 1 %), por el contrario, el menor
valor de actividad antioxidante fue obtenido por el film con menor concentracién de
liofilizado agregado (g+maqui 0,5 %). En el andlisis anteriormente descrito, la
concentracion del liofilizado agregado guarda relacion con la cuantificacion
realizada, lo cual concuerda con datos bibliograficos para el mismo método de
capacidad antioxidante por DPPH (Moradi, et al. 2012, Ruiz-Navajas, et al. 2013,
Siripatrawan and Harte, 2010), quienes obtuvieron la misma tendencia que en esta
investigacién: a mayor concentracion agregada, mayor fue la cuantificacion

obtenida.
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En el segundo andlisis de capacidad antioxidante mediante FRAP, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre las tres muestras
estudiadas, siendo la muestra mas concentrada (g+maqui 1 %) aquella que
registrd la mayor capacidad antioxidante, de 9,36 mg ET/g film. En contraste, la
menor capacidad antioxidante mediante dicho método la obtuvo la muestra control
sin liofilizado incorporado (q) de 0,16 mg ET/g film, lo cual concuerda con el
resultado obtenido por Ruiz-Navajas, et al. (2013) de 0,21 mg ET/g film. De los
resultados  anteriores, también se observd que la  tendencia
concentracion/cuantificacion es similar; a mayor concentracion, mayor es la
cuantificacion de antioxidantes. Asi mismo, Ruiz-Navajas, et al. (2013) consiguio la
misma relacion entre la concentracion de extracto agregado con la cuantificacion

realizada.

En el tercer caso, la capacidad antioxidante fue medida por el método FIC, donde
no se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05), es decir,
las tres muestras analizadas poseen la misma efectividad para quelar al i6n
metalico ferroso (Fe*?). A pesar de no encontrar diferencias estadisticas entre las
tres muestras, existe una tendencia similar a los andlisis anteriores respecto de la

concentracion de liofilizado agregado y la cuantificacién realizada.

6.2.2. Contenido de polifenoles totales

Tabla 10: Resultados de la cuantificacion de polifenoles totales de las tres
peliculas elaboradas.

CPT
Muestras )
(mg EAG/g film)
q 0,04+0,01°
g+maqui 0,5 % 4,74+0,45°
g+maqui 1 % 8,44+1,14°
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La tabla 10 expone los resultados obtenidos de cuantificacion del contenido de
polifenoles totales. De dichos resultados se desprende que hubo diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre las tres muestras, obteniendo el
mayor contenido de polifenoles aquella muestra con mayor concentracion de
liofilizado agregado (g+maqui 1 %) de 8,44 mg EAG/g film y el menor contenido de
polifenoles la muestra control, que carecia de liofilizado (q), la cual registré 0,04
mg EAG/g film. La tendencia de estos resultados concuerdan con la tendencia de
los datos bibliograficos de Moradi, et al. (2012); Ruiz-Navajas, et al. (2013) y
Siripatrawan and Harte (2010), donde el contenido de polifenoles totales para las
muestras de quitosano control (q) fue menor a las muestras que contenian
extractos afiadidos. Por otro lado, tanto el presente analisis como los anteriores,
dan cuenta de una posible correlacion entre la concentracién de liofilizado
incorporado y la cuantificacion realizada, ya sea de antioxidantes o polifenoles

totales.

6.2.3. Contenido de flavonoides totales

Tabla 11: Resultados obtenidos de la cuantificacion de flavonoides totales.

CFT
Muestras .
(mg ER/g film)
q 0,40+0,01°
gq+maqui 0,5 % 16,39+0,23°
g+maqui 1 % 24,13+2,27°

El andlisis de flavonoides totales registr6 diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre las tres muestras. Se desprende de la tabla 11 el
mismo comportamiento que en el analisis anterior: a mayor concentracion
incorporada, mayor es la cuantificacion realizada. De acuerdo a ello, el mayor
contenido de flavonoides totales lo obtuvo la muestra mas concentrada (g+maqui
1 %) de 24,13mg ER/g film, por el contrario, la muestra que registré6 el mas bajo

valor de flavonoides totales fue quitosano control (q) de 0,40 mg ER/g film, la cual
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carecia de liofilizado de maqui incorporado. El analisis en discusion carece de
datos referenciales, lo cual dificulta la realizacion de una comparacién entre

muestras similares.

6.2.4. Actividad antimicrobiana

Se realizo el ensayo de actividad antimicrobiana en las muestras de peliculas
comestibles elaboradas basadas en el método de difusion en disco de agar contra

ocho cepas bacterianas relacionadas al deterioro de los alimentos.

Tabla 12: Efecto antimicrobiano de los films elaborados (g, g+maqui 0,5% vy

g+maqui 1%).

_ Diametro halo de Inhibicién (mm)
Cepa bacteriana

q g+maqui 0,5% g+maqui 1%
Listeria innocua N.A. N.A. N.A.
Alcaligenes faecalis N.A. 20,05+0,96**  21,03+0,59*¢
Serratia marcescens N.A. 14,65+0,86*®  17,07+0,36%°
Aeromonas hydrophila N.A. 16,82+0,24%%¢  18,59+0,75%%¢
Citrobacter freundii N.A. 17,10+0,64%¢ 18,670,007

Shewanella putrefaciens ~ 14,32+0,13*" 20,43+0,89"*  21,89+0,13"*
Pseudomonas fluorescens  12,86+0,00® 19,13+0,87°¢ 22 ,03+1,28"
Achromobacter denitrificans N.A. 21,43+0,33*% 22,94+0,10""

Para la misma bacteria, las mismas letras mindsculas no poseen diferencias

estadisticamente significativas (p > 0,05) segun la prueba de Multiples Rangos de
Tukey.

Para la misma muestra de film, las mismas letras mayusculas, no poseen
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) segun la prueba de Mdltiples

Rangos de Tukey.

De la tabla 12 se desprende que los films de quitosano control (q) no fueron

efectivos contra seis de los ocho microorganismos testeados. Sin embargo, mostro
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efecto inhibitorio contra S. putrefaciens generando un halo de inhibicion de 14,32
mm y también contra P. fluorescens formando un halo de 12,86 mm, estos
resultados son avalados también por estudios anteriores que revelan la actividad
antimicrobiana del quitosano. Tal es el caso de (Li, et al. 2008) en cuya
investigacion el quitosano fue capaz de inhibir a la bacteria patogena
Xanthomonas, y también (Du, et al. 2009), reportd que el quitosano mostro
actividad inhibitoria contra los microorganismos Bacillus subtilis, E. Coli y S.
aureus. Por otro lado, los films de quitosano con maqui incorporado inhibieron a
siete de las ocho bacterias testeadas. Dicha inhibicidn fue dependiente de la
concentracion. Para L. innocua, ninguna de las tres muestras fue capaz de inhibir
la proliferacion microbiana. Para A. faecalis, los halos de inhibicion van desde los
20,05 mm a los 21,03 mm sin diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)
entre las muestras de g+maqui 0,5 % y g+maqui 1 %. Para S. marcescens, los
halos de inhibicion estan dentro del rango de 14,65 mm a 17,07 mm (p > 0,05)
para ambas muestras con liofilizado de maqui incorporado. El microorganismo A.
hydrophila present6 halos de inhibicion de 16,82 mm a 18,59 mm, sin diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre ambas muestras con liofilizado de
maqui agregado. Para C. freundii tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) para ambas muestras con liofilizado, y
los halos de inhibicién se encuentran dentro del rango de 17,10 mm a 18,67 mm.
El microorganismo S. putrefaciens fue inhibido por todas las muestras, dentro de
las cuales hubo diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre “q” y las
dos muestras con liofilizado incorporado, sin embargo entre éstas Ultimas no hubo
diferencias (p > 0,05) y los halos de inhibicion van desde los 14,32 mm a los 21,89
mm. Para P. fluorescens los halos de inhibicion se encuentran dentro del rango de
12,86 mm a 22,03 mm, habiéndose encontrado diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los films “qQ” con ambas muestras con liofilizado
agregado, sin embargo entre éstas dos Ultimas no se encontraron diferencias
significativas (p > 0,05). Para la bacteria A. denitrificans, los halos de inhibicion
fueron los mas grandes, los cuales van desde los 21,43 mm a los 22,94 mm,

encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre ambas
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muestras de films con liofilizado de maqui incorporado. Como se menciono
anteriormente, la actividad antimicrobiana de los flavonoides estd ampliamente
demostrada en estudios de Cushnie and Lamb (2005); Tian, et al. (2009);
Boulekbache-Makhlouf, et al. (2013) y Kaur and Singh (2008). Debido a las
condiciones experimentables en que se realizé el analisis, podria atribuirse un
efecto bactericida y no bacteriostético al comportamiento de los flavonoides del
maqui sobre los microorganismos testeados. Debido a que los films fueron
colocados sobre las cepas bacterianas, la formacion del halo de inhibicion seria
explicado mediante el efecto bactericida que logré colapsar la estructura celular de
cada bacteria, sin embargo se precisarian mas analisis para poder avalar

cientificamente dicha informacion.
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7. CONCLUSIONES

Se comprob6 que el liofiizado de maqui conservd sus componentes
bioactivos después del proceso de deshidratacion. El liofilizado posee una
alta capacidad antioxidante, asi como también alto contenido de polifenoles
totales y alto contenido de flavonoides totales. Ademas, posee actividad
antimicrobiana contra ocho cepas bacterianas relacionadas al deterioro de
los alimentos.

Los resultados de los analisis quimicos del liofilizado de maqui muestran el
potencial uso de éste en la industria alimentaria por sus propiedades
tecnologicas y funcionales, las cuales pueden influir positivamente en la
salud. Se confirma que el liofilizado de maqui podria ser utilizado como
fuente de antioxidantes naturales, ya que son activos incluso después del
tratamiento de deshidratacion por liofilizacion.

En cuanto al potencial antimicrobiano, el liofilizado de maqui podria ser
utilizado como fuente de preservantes naturales, sin embargo se precisan
mas andlisis que establezcan su biodisponibilidad o si existe interaccion con
otros componentes alimenticios.

De los tres tipos de films elaborados, se revel6 una posible correlacion
directamente proporcional entre la concentracion de liofilizado agregado
con la cuantificacion de distintos parametros quimicos (capacidad
antioxidante mediante DPPH, FRAP y FIC, contenido de polifenoles y
flavonoides totales).

La incorporacion de liofiizado de maqui a peliculas comestibles de
quitosano puede tener aplicaciones complementarias en el envasado de
alimentos, ya que los resultados mostraron que los films de quitosano con
liofilizado incorporado podrian ser utilizados como parte de un envasado
activo debido a su excelente actividad antimicrobiana in vitro y a su
capacidad antioxidante. Sin embargo hacen falta mas estudios que revelen
si el quitosano con liofilizado de maqui incorporado corresponde a una

herramienta de interés en la conservacion de alimentos.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 - Curva patrén Trolox, capacidad antioxidante por DPPH.
Para obtener el resultado en equivalentes Trolox, se prepar6 una curva patron. La

metodologia del andlisis fue establecida previamente en el punto 5.3.2.1.

Curva patron Trolox - DPPH
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =-0,0426x + 0,567
R*=0,9951

Absorbancia

0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracion (pug Trolox/0,2 mL)

ANEXO 2 - Curva patrén Trolox, capacidad antioxidante por FRAP.
Para obtener el resultado en equivalentes Trolox, se prepar6 una curva patrén. La

metodologia del analisis fue establecida previamente en el punto 5.3.2.2.

Curva patron Trolox - FRAP

[ ]

§ 0,8
c 0,6
2
S 0,4 y = 0,0039x + 0,0162
< 0,2 R2 = 0,9905

0

0 50 100 150 200 250 300

Concentracion (pg Trolox/mL)
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ANEXO 3 — Curva patron EDTA, capacidad antioxidante por FIC
Para obtener el resultado en equivalentes EDTA, se prepard una curva patron. La
metodologia del andlisis fue establecida previamente en el punto 5.3.2.3.

Curva patron EDTA - FIC

1,4
1,2
.§ 1
_fé: 0,8
2 8'2 y =-0,2406x + 1,2554
< R?=0,9971
0,2
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concentracion (ug EDTA/mL)

ANEXO 4 - Curva patrén Acido galico (AG), polifenoles totales.
Para obtener el resultado en equivalentes Acido Galico, se prepar6 una curva
patron. La metodologia del analisis fue establecida previamente en el punto 5.3.3.

Curva patron AG - PT

1,5
o
€ 1 y = 0,0199x - 0,0052
2 R? =0,9994
g 0,5
<

0

0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (ug EAG/mL)
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ANEXO 5 — Curva patrén Rutina (R), flavonoides totales.
Para obtener el resultado en equivalentes Rutina, se prepard una curva patron. La

metodologia del andlisis fue establecida previamente en el punto 5.3.4.

Curva patron R - FT

0,4
o
S 03  y=0,002x-0,0073
£ 02 R? = 0,9974
2
201
0

0 50 100 150 200
Concentracion (ug RE/mL)

ANEXO 6 — Calculos del analisis proximal (apartado 6.1.5.)

Los datos expuestos por Schmidt-Hebbel, et al. (1992) se encuentran en base
humeda, por lo tanto se realizaron célculos matematicos para obtenerlos en base
seca (b.s.) y asi hacerlos comparables con aquellos datos obtenidos en la
presente tesis.

Il. COMPOSICION QUIMICA DE ALIMENTOS CHILENOS (cant. 12)

/100 g parte comestible mg/100 g parte comestible
HOMBRE Prateinas A cida
WLIMENTOS He (M= E.N.H*|Fibra ascrbico

tuestras|CaloriasiHumeadad| §.257 |Lipidesfpordit.)erudalCenizas|CaleiolFdstoro[Hiemo|Sodio|Potasio|TiaminalRiboflavinalNiacina|T otal

Frutas Deshidratadas

10.25 Higo 10 A0 24,0 EX] 11 | 83z |52 28 180 710 |27 - s 0,00 0,08 a7 2,3
1027

Huesillo 10 20 az2 0.4 1.1 55 |04 o4g | 14 1 |oal - E 0,04 0,02 05

cocido

1028 Pasa 10 250 255 1.2 o6 | 820 |17 1.8 g4 | 52 ERcl I E 0,12 0,07 02 77

Frutas Autdctonas (543

10'29, 7 79.0 1.2 1.7 165 |06 | 08 7a 36 2.0 - 228

W rrayan

10.30 Baoldo - 21 76.5 042 tr. 246 |03 | 07 21 28 |526] - 200

1' i 2 an 756 1.4 3.0 167 | 24 [u =] 87 Er a5 - 305 - - - -
Foz2 am | 50 |
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Primero, se calculd el porcentaje de materia seca (M.S.) en el fruto:
Materia seca (M.S.) = 100 — %Humedad
M.S.=100 — 56,4 = 43,6%
Con dicho dato se procede a re calcular en base seca (b.s.) utilizando el contenido

de materia seca del liofilizado de 99,26 g:
43,6 g M.S. 99,26 g M.S.

Proteinas — - x=1,82g P (b.s.)

08gP x
E.N.N.—> 1369 M.5. _99269M.5 x=9289gE.N.N.(b.s.)
40,8 g E.N.N. X
Fibra cruda — #3609 M.5 = 9,269 M.5. —-»x=182gF.c.(b.s.)
08gF.c. X
Cenizas — $36gM.5. _39269M3. x =273 g Ce.(b.s.)
1,2 g Ce X

Con ayuda de la tabla expuesta anteriormente, se estimaran las cantidades de
Carbohidratos (HdeC) y Fibra soluble (FS) utilizando los valores conocidos de

energia, proteinas y lipidos, en base humeda (b.h.):

) . kcal . kcal . kcal
Energia = Proteinas X 47 + Carbohidratos X 47 + Lipidos X9 7

kcal kcal kcal
150 kcal = [(0,8g X 47) + (Hdng X 47> + (0 g X 97)]

HdeC = 36,7 g (b.h.)

Aquel valor ya estimado se transforma a base seca:
43,6 g M.S. 99,26 g M.S.
36,7 g HdeC x

Para conocer la cantidad de FS, se utilizan los valores ya determinados de E.N.N.

HdeC —

- x = 83,55 g HdeC (b.s.)

y Carbohidratos:
E.N.N.=FS + HdeC
FS = 92,89 — 83,55 - 9,34 g FS (b.s.)
Con el valor de FS recién calculado, y el valor conocido de Fibra cruda (FC) que
representa la porcion insoluble en agua compuesta principalmente por
carbohidratos estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina), se puede estimar el
valor de Fibra dietaria total (FDT)
FDT = FS+FI -»9,34g+1,82g — 11,16 g FDT (b.s.)

66



Finalmente, se calculo lo energia en base seca:
, kcal kcal kcal
Energia = [(1,82 g X 47) + (83,55 g X 47) + (O g X 97>]

Energia = 341,48 kcal (b.s.)

Por otro lado, se calcularon tedricamente las cantidades de E.N.N. y
Carbohidratos del andlisis realizado en la presente tesis. Para ello:
E.N.N.=100 — (%Humedad + %Proteinas + %Lipidos + %Fibra cruda + %Cenizas)
E.N.N.= 100 — (0,74 + 1,82 + 0,9 + 1,82 4 1,44) - 93,28 g E.N.N. (b.s.)
La cantidad de Carbohidratos se estimé de la misma forma anterior:
E.N.N.= FDT + HdeC
HdeC = 93,28 — 30,47 - 62,81 g HdeC (b.s.)

Para conocer la energia se procedio de la siguiente manera:
) kcal kcal kcal
Energia = [(1,82 g X 47) + (62,81 g X 47) + (O,9 g X 97>]

Energia = 266,62 kcal (b.s.)

ANEXO 7 — Andlisis estadistico de los films elaborados. Analisis de varianza

(ANOVA de una cola) y prueba de Multiples Rangos de Tukey.

c. Andlisis capacidad antioxidante por DPPH (apartado 6.2.1.)
Tabla ANOVA para DPPH por Muestras

Fuente Suma  de|Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |0,5476 1 0,5476 18,69 0,0496

Intra grupos 0,0586 2 0,0293

Total (Corr.) |0,6062 3
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Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Muestras
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos

Homogéneos
1 2 2,06 X
2 2 2,8 X

d. Analisis capacidad antioxidante por FRAP (apartado 6.2.1.)
Tabla ANOVA para FRAP por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 84,7828 2 142,3914 102,25 0,0017

Intra grupos 1,24375 3 (0,414583

Total (Corr.) 86,0266 5

Pruebas de Multiple Rangos para FRAP por Muestras
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 0,165 |X

2 2 4,265 | X

3 2 9,355 | X

c. Analisis capacidad antioxidante por FIC (apartado 6.2.1.)
Tabla ANOVA para FIC por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [9,8517 2 14,92585 0,24 0,7992

Intra grupos 61,1065 3 120,3688

Total (Corr.) |70,9582 5
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Pruebas de Multiple Rangos para FIC por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos
2 108,045 (X
3 2 109,995 (X
2 2 111,25 |X

d. Andlisis contenido de polifenoles totales (apartado 6.2.2.)
Tabla ANOVA para CPT por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |70,8127 2 35,4063 70,31 0,0030

Intra grupos 1,5107 3 10,503567

Total (Corr.) |72,3234 5

Pruebas de Multiple Rangos para CPT por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 0,045 |X

2 2 4,745 | X

3 2 8,44 X

e. Andlisis contenido de flavonoides totales (apartado 6.2.3.)
Tabla ANOVA para CFT por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 585,646 2 292,823 168,72 0,0008

Intra grupos 5,2067 3 |1,73557

Total (Corr.) |590,852 5
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Pruebas de Multiple Rangos para CFT por Muestras
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 0,4 X

2 2 16,395 | X

3 2 24,125 X

f. Andlisis actividad antimicrobiana (apartado 6.2.4.)
e Por muestra de film (q)
Tabla ANOVA para quitosano control por Muestras

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [2,1316 1 12,1316 263,16 0,0038

Intra grupos  |0,0162 2 (0,0081

Total (Corr.) |2,1478 3

Pruebas de Multiple Rangos para quitosano control por Muestras
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos

Homogéneos
2 2 12,86 (X
1 2 14,32 | X

e Por muestra de film (g+maqui 0,5 %)

Tabla ANOVA para g+maqui 0,5 % por Muestra

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos (69,366 6 |11,561 21,51 0,0004

Intra grupos 3,76215 7 10,53745

Total (Corr.) |73,1281 13




Pruebas de Multiple Rangos para g+maqui 0,5 % por Muestra
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestra |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

2 2 14,655 |X

3 2 16,82 XX

4 2 17,1 XX

6 2 19,125 XX

1 2 20,055 X

5 2 20,43 X

7 2 21,43 X

e Por muestra de film (g+maqui 1 %)

Tabla ANOVA para g+maqui 1 % por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |57,9402 6 19,6567 24,94 0,0002

Intra grupos 2,71055 7 10,387221

Total (Corr.) |60,6507 13

Pruebas de Multiple Rangos para g+maqui 1 % por Muestras
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

2 2 17,075 |X

3 2 18,59 |XX

4 2 18,67 |XX

1 2 21,03 | XX

5 2 21,885 | X

6 2 22,025 | X

7 2 22,94 X
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e Por microorganismo testeado (Alcaligenes faecalis) (apartado 6.2.4.)

Tabla ANOVA para Alcaligenes faecalis por Muestras

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [0,950625 1 0,950625 1,50 0,3448

Intra grupos  [1,26405 2 10,632025

Total (Corr.) |2,21468 3

Pruebas de Multiple Rangos para Alcaligenes faecalis por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 20,055 |X

2 2 21,03 |X

e Por microorganismo testeado (Serratia marcescens)

Tabla ANOVA para Serratia marcescens por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |5,8564 1 |(5,8564 13,59 0,0664

Intra grupos 0,8621 2 10,43105

Total (Corr.) |6,7185 3

Pruebas de Multiple Rangos para Serratia marcescens por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 14,655 |X

2 2 17,075 |X
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e Por microorganismo testeado (Aeromonas hydrophila)

Tabla ANOVA para Aeromonas hydrophila por Muestras

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [3,1329 1 13,1329 10,11 0,0863

Intra grupos  |0,6196 2 10,3098

Total (Corr.) [3,7525 3

Pruebas de Multiple Rangos para Aeromonas hydrophila por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 16,82 |X

2 2 18,59 |X

e Por microorganismo testeado (Citrobacter freundii)
Tabla ANOVA para Citrobacter freundii por Muestras

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |2,4649 1 (2,4649 12,17 0,0732

Intra grupos 0,405 2 10,2025

Total (Corr.) |2,8699 3

Pruebas de Multiple Rangos para Citrobacter freundii por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 17,1 X

2 2 18,67 |X
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e Por microorganismo testeado (Shewanella putrefaciens)

Tabla ANOVA para Shewanella putrefaciens por Muestras

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos (64,4522 2 32,2261 116,75 0,0014

Intra grupos  |0,82805 3 10,276017

Total (Corr.) 65,2803 5

Pruebas de Multiple Rangos para Shewanella putrefaciens por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 14,32 |X

2 2 20,43 | X

3 2 21,885 | X

e Por microorganismo testeado (Pseudomonas fluorescens)

Tabla ANOVA para Pseudomonas fluorescens por Muestras

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |87,7716 2 43,8858 54,98 0,0043

Intra grupos 2,3945 3 10,798167

Total (Corr.) (90,1661 5

Pruebas de Multiple Rangos para Pseudomonas fluorescens por Muestras

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 12,86 |X

2 2 19,125 | X

3 2 22,025 | X




e Por microorganismo testeado (Achromobacter denitrificans)

Tabla ANOVA para Achromobacter denitrificans por Muestras

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [2,2801 1 12,2801 39,45 0,0244

Intra grupos  |0,1156 2 (0,0578

Total (Corr.) |2,3957 3

Pruebas de Multiple Rangos para Achromobacter denitrificans por Muestras
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Muestras |Casos |Media |Grupos
Homogéneos

1 2 21,43 |X

2 2 2294 | X
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