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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA, CONSERVANTE Y OBTENCION DE UN COLORANTE

NATURAL A PARTIR DE PLANTASDE LA REGION DE BOYACA

RESUMEN

La extraccion y caracterizacion preliminar de los metabolitos secundarios
presentes en €l epicarpio de Toronja (Citrus maxima) y la determinacién de su
actividad biolégica frente a los hongos Penicillum ssp, Rhizopus ssp y Botrytis
cinerea, en condiciones de Laboratorio como posible actividad conservante.
También se obtuvo un colorante natural alimentario a partir de la extraccion
metandlica de antocianinas presentes en la mora de castilla (Rubus glaucus
benth); y la caracterizacion del extracto por CCD, junto con un andlisis de
estabilidad frente a diferentes condiciones ambientales y pruebas de toxicidad
(bioensayo Artemia salina).

PALABRAS CLAVES: Toronja (Citrus méxima), actividad bioldgica,
conservante, Penicillum ssp, Rhizopus ssp y Botrytis cinerea, colorante natural,
(Rubus glaucus benth, )

ABSTRACT

The extraction and preliminary characterization of the present secondary
metabolic in crust Grapefruit (Citrus Maxima) and the determination of its
biological activity forehead to the Penicillum fungi ssp, Rhizopus ssp and
cinerea Botrytis, in conditions of Laboratory like possible conservant activity.
Also an nourishing natural colorant from the metandlic extraction of present
antocianinas in the was obtained mora de castilla (Rubus glaucus benth); and
the characterization of the extract by CCD, along with an analysis of stability as
opposed to different environmental conditions and tests of toxicity (saline
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1. INTRODUCCION

El sistema agroalimentario es uno de los renglones més
importantes de nuestra economia, gracias a inmenso potencial
agricola que presentan las diferentes regiones del pais, por la
gran variedad de productos de origen vegetal que se obtienen
en todas las épocas del afio, desafortunadamente se ven
ampliamente afectados por enfermedades poscosecha que
ocasionan pérdidas que en Colombia alcanzan y sobrepasan
muchas veces el 30%, de las pérdidas totales de las cosechas.
[1] Las enfermedades poscosecha son producidas por una
amplia gama de microorganismos, donde las mas frecuentes
son originadas por especies de los géneros Penicillum,
Rhizopus y Botrytis, que causan las enfermedades:
podredumbre azul y verde, podredumbre blanda y
podredumbre gris respectivamente[1], lo anterior se propone
la extraccion y caracterizacion preliminar de algunos
metabolitos secundarios presentes en el epicarpio de Toronjay
la determinacion de su actividad biologica por la técnica de
crecimiento radial frente a los hongos Penicillum ssp,
Rhizopus ssp y Botrytis cinerea,
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Frutas con colores fuertes como las uvas moradas, las
cerezas y las moras contienen abundantes antocianinas,
pigmentos naturales aceptados como  colorante
alimentario, por lo tanto pueden ser utilizadas como
materia prima en la fabricacién industrial de un colorante
natural alimentario. Las antocianinas representan un
factor importante en la industria alimentaria, debido alas
restricciones sanitarias hacia € uso de colorantes
sintéticos, [2]. La obtencion de un colorante a partir de
estos compuestos presentes en los frutos maduros de la
mora de castilla (Rubus glaucus benth) mejora las
caracteristicas fisicas (color) de muchos productos;
ademés de poseer propiedades antioxidantes [ 3]

Los alimentos naturales tienen su propio color y lo idea
seria que se mantuviera a lo largo del proceso de
transformacion en la industria, pero la mayoria de veces
no es asi. Sin embargo, los consumidores prefieren en
determinados alimentos un color constante, que no varie
en los diferentes lotes de fabricacion de un producto y
esto solo puede obtenerse modificandolo de forma
artificial, [4].
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2. CONTENIDO

Actividad conservante: Los frutos de Toronja, se recolectaron
en el Municipio de Chitaraque Boyac4, Vereda “El Paramao”,
A partir de 425 g de pericarpio se obtuvo el extracto crudo
seco por el método de maceracion en frio con etanol (95%).

Se obtuvieron las fracciones éter de petrdleo (Etp), cloroformo
(Cl), acetato de etilo (Act) y metanol (Met) mediante el
método de extraccién liquido — liquido. A cada una de las
fracciones se les realizaron pruebas fitoquimicas preliminares
para la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios.
(Fehling, Legal, Dragendorff, Cloruro férrico Libermann
Burchard, Legal), comparando cada uno de los resultados
obtenidos con soluciones patréon. Las fracciones EtP
presentando lactonas y esteroides y en las fracciones de Cl,
Act 'y Met presentaron flavonoides, taninos, alcaloides
fendlicos aldehidos y cetonas, correlacionando con
ccromatografia en capa delgada (Silice gel 60 F,s4), y como
agentes reveladores: UV, vapores de yodo y cloruro de
Cobalto al 5%,[5].

Aislamiento de las Cepas. Aidladas de material vegeta
enfermo, frutos de naranja, durazno y fresa encontrados en la
Central de Abastos de la Ciudad de Tunja, los cuaes
presentaban los sintomas caracteristicos de las respectivas
enfermedades siguiendo el procedimiento descrito por [6].
Pruebas de Actividad Bioldgica. Se evaluaron las fracciones
obtenidas en €l control del crecimiento y esporulacion de las
cepas Penicillium Ssp, Rhizopus Ssp, Botrytis cinerea, en
condiciones de laboratorio. Serealiz en cajas de petri de 5cm
de diametro con PDA vy las fracciones disueltas en DMSO; la
siembra, se realiz6 por suspension en agua destilada estéril.
Todas las cgas se incubaron a una temperatura de 24°C.
Monitoreo de las variables. Se tuvieron en cuenta dos
variables dependientes. crecimiento micelial y concentracién
de conidias. Se midi6 e diametro de crecimiento de los
hongos, Rhizopus spp , Botrytis cinerea Penicillium sp hasta
cuando € hongo invadi6 & medio de cultivo del testigo
absoluto. Se hizo conteo de Conidias, utilizando la camara de
New Beauwer. Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI). Se determind la dosis a la fraccion con
mejor actividad bioldgica, en concentraciones de 100%, 50%
25% 12%, utilizando el mismo procedimiento anterior.

Disefio experimental. Disefio factorial unaviade clasificacion
con un total de ocho tratamientos y cuatro repeticiones por
tratamiento, para cada una de las cepas estudiadas, utilizando
el paquete estadistico SAS para Windows XP. Con andlisis de
Varianza. (ANOVA) y prueba DUNCAN.

OBTENCION
(ALIMENTARIO)

COLORANTE NATURAL

Serecolecto frutos de mora de castilla (Rubus glaucus benth)
de un cultivo organico, se determind el indice de madurez. Se
realizd obtuvo un extracto seco a partir de 1.852 g de fruto fue
triturada en presencia de metanol absoluto acidulado con 1%
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de é&cido citrico durante 72 horas.,(Dominguez-1988)
se identificé por CCD en una placa de silica gel 60
Fosq utilizando como fase movil
EtOACc:CH;COOH:H,0:MeOH (10:2:3:2).Ademés se
obtuvo cromatografia preparativa, utilizando placas
de silica gd 60 MERCK fase movil
EtOAc:CH;COOH:H,O:MeOH 10:2:3:2

Cuantificacién por espectrofotometria

Para calcular la concentracion de antocianinas en el
extracto crudo, se utiliz la Ley de Beer Lambert. Se
hizo una dilucion acuosa del extracto obtenido (1g en
100 ml de agua destilada) y se determind la
absorbancia en un espectrofotometro a la longitud de
onda de maxima absorcion para antocianinas, y se
expresd en gramos de cianidina-3-glucésido /Kg de
pul pa de mora de castilla Rubus glaucus benth.

Para realizar la curva patron se prepararon soluciones
de Carmoisina (colorante sintético mora) de diferente
concentracion (2,5,10,15,20,25,30,35,40,45,50 ppm),
las cuales se leyeron junto con e extracto de
antocianinas, en un espectrofotdmetro GENESY S 10 a
una longitud de onda de 530 nm [6] y por
extrapolacion se determiné la concentracion de
antocianinas en la muestra expresada como g de
cianidina-3-glucésido /Kg de pulpa de mora Rubus
glaucus benth.

PRUEBA DE TOXICIDAD

Para determinar el nivel de toxicidad del extracto
metandlico, se desarrollo el bioensayo con Artemia
salina para evaluar citotoxicidad en extractos crudos
y/o metabolitos secundarios, por medio del método
probitt. [7]

3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

En las pruebas de actividad biol6gica realizadas para
el control de Penicillium spp, Rhizopus spp y Botrytis
cinerea, la fraccion metanolica del epicarpio de
Toronja, presentd actividad total en la inhibicion del
crecimiento y la esporulacién de Botrytis cinerea, a
una concentracion de 100mg/ml y 50mg/ml efectiva
en un 100%; por tanto se recomienda su uso en €l
control de podredumbre gris, enfermedad poscosecha
ocasionadas por Botrytis cinerea en donde se
determinaron  metabolitos  secundarios  como
flavonoides, taninos y acaloides fendlicos, los cuales
pueden ser los directos responsables de la actividad ya
gue presentan diversas actividades biol6gicas como la
inhibicion del crecimiento de hongos y bacterias
patégenos[9].

Las fracciones del epicarpio de Toronja, no inhiben el
crecimiento del micelio de Penicillium spp, Rhizopus
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spp y probablemente solo retrasan su esporulacién. Por tanto
no se recomienda su uso en el control de las enfermedades
poscosecha ocasionadas por Penicillium spp, Rhizopus spp.

El colorante alimentario resultd ser efectivo, relativamente
estable; manteniendo la naturalidad de los productos de
aplicacién, garantizando lainocuidad de os mismos.

El contenido de antocianinas totales encontrado en el extracto
de mora de cadtilla Rubus glaucus benth, 1,478 g/Kg
cianidina-3-glucosido, fue superior comparado con estudios
realizados los cuales reportan valores de 1,10 g/Kg. de pulpa

[10q]

La respuesta biologica de Artemia salina frente a extracto
metandlico de Mora de Cadtilla Rubus glaucus benth,
presentd valores con los cuales se determiné la DLsy: 223.6
po/ml que lo clasifican como MODERADAMENTE
TOXICO (500-100ug/ml),
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