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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del tiempo de fermentacion en estado
solida sobre la capacidad antioxidante en raquis y fruto de banano orito en diferentes tiempos
de conservacion (0, 1, 4, 8, 15 y 30 dias), para ello se determind: el pH en estado fresco, el
contenido de polifenoles por el método FOLIN (Folin-Ciocalteu) y la capacidad antioxidante
por los métodos FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) y ABTS 4&cido 2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolin - 6 — sulfonico), después del secado de muestras, estas determinaciones se
realizaron por triplicado. Para este estudio se utilizé un disefio completamente aleatorizado
(DCA), empleando la técnica de ANOVA y para la comparacion de medias se aplicé la prueba
de Duncan con (p<0,05). EI menor valor de pH (p<0,05) se registré en el dia 15, en el raquis
(3,89) y en el fruto de banano orito (3,94). Con respecto al contenido de polifenoles, en el dia
30, se obtuvo la mayor concentracion (p<0,05); en raquis (323361,91 pug * MS) y en el fruto de
banano orito (358128,57 ug™ MS). En cuanto a la mayor actividad antioxidante con el método
de ABTS, se presentd en el dia 0 y 8 en el ensilado de raquis y en el dia 8 con el ensilado de
fruta de banano orito, en cambio, con el método FRAP, se obtuvo mayor actividad antioxidante
en el dia 30 para el raquis y en el dia 15 en el ensilado fruto de banano orito. En conclusion, el
procesamiento de raquis y fruto de banano orito por fermentacion en estado sélido, constituye
una alternativa para mejorar el contenido de polifenoles y actividad antioxidante.

Palabras claves: Antioxidantes, banano orito, fermentacién en estado sélido, polifenoles,

raquis.



ABSTRAC

The objective of this study was to evaluate the effect of solid state fermentation time on the
antioxidant capacity in rachis and fruit of banana orito at different conservation times (0, 1, 4,
8, 15 and 30 days), for this purpose determined: the pH in the fresh state, the polyphenol content
by the FOLIN method (Folin-Ciocalteu) and the antioxidant capacity by the FRAP (Ferric
Reducing / Antioxidant Power) and ABTS acid 2.2 azinobis (3-ethylbenzothiazolin - 6 - sulfonic
acid), after drying samples, these determinations were made in triplicate. For this study, a
completely randomized design (DCA) was used, using the ANOVA technique and Duncan test
was applied with the comparison of means (p <0.05). The lowest pH value (p <0.05) was
recorded on day 15, in the rachis (3.89) and in the fruit orito banana (3.94). With respect to the
polyphenol content, on day 30, the highest concentration was obtained (p <0.05); in rachis
(323361.91 pg -1 MS) and in the fruit of orito banana (358128.57 pug-1 MS). As for the greater
antioxidant activity with the ABTS method, it was presented on day 0 and 8 in the spine silage
and on day 8 with the orito banana fruit silage, instead, with the FRAP method, it was obtained
greater antioxidant activity on day 30 for the spine and on day 15 on the silage fruit of orito
banana. In conclusion, the processing of rachis and fruit of banana orito by fermentation in solid

state, constitutes an alternative to improve the content of polyphenols and antioxidant activity.

Keywords: Antioxidants, orito banana, solid state fermentation, polyphenols, rachis.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En el Ecuador existe una amplia gama de residuos agricolas que no son aprovechados de forma
eficiente, en efecto generadas en las cosechas. Investigaciones realizadas han determinado que
las plantas poseen un alto contenido de nutrientes especificamente proteinas, lipidos, fibra y
compuestos con capacidad antioxidante, asi como compuestos fitoquimicos con actividad contra
radicales libres (Blasco-Lopez y Gémez-Montafio, 2014). Desde el punto de vista fitoquimico
las plantas poseen: taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos
fendlicos, flavones, flavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas (Rodriguez-Aguirre,

Andrade-Barreiro y Diaz-L6pez, 2015).

Se sabe que el banano es una excelente fuente de carbohidratos, fibras, vitamina B6, vitamina
C, vitamina E, p-carotenos y minerales (Lal et al., 2017). Estudios realizados demuestran que
su pulpa, asi como su cascara contienen varios compuestos antioxidantes como la galocatequina,
alcaloides, flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y dopamina (Blasco-Lépez y Gémez-
Montafio, 2014). Sin embargo, el contenido de taninos en la cascara inhabilitan la fermentacion
microbiana y absorcién de nutrientes, es por ello que autores recomiendan la coccion y otros
procesos; entre ellos, la fermentacion en estado sélido con microorganismos benéficos, como

las bacterias acido lacticas (Garcés-Molina, 2004).

En cuanto a los procesos fermentativos son una alternativa para mejorar la composicion quimica
de algunos productos agricolas y obtener nuevas opciones para la alimentacion animal (Brea-
Maure et al., 2015). La fermentacidn con bacterias acido lacticas (BAL), es uno de los procesos
importantes para la obtencion de compuestos fendlicos; puesto que, en un estudio realizado en
la pulpa de café fermentada, se obtuvieron importantes incrementos de compuestos fenolicos,

gracias a la presencia de la cepa Lactobacillus casei (Lopéz et al., 2013).

Los antioxidantes son moléculas que inhiben o reducen la oxidacién de otras moléculas, son
ampliamente utilizados en los suplementos dietéticos, mientras que la actividad antioxidante es
la capacidad total de antioxidantes para la eliminacion de los radicales libres en la célula y en

los alimentos (Hur et al., 2014). Por lo tanto, son beneficiosos en la prevencion de enfermedades
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tales como: cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neurologicas. Ademas, poseen
actividades anti-inflamatorias, antialérgica, antitrombotica, antimicrobiana y antineoplasica
(Kuskoskil et al., 2005).

Se ha demostrado que las vitaminas A, E y C y los carotenoides (precursores de la vitamina A)
tienen la capacidad de proteger las células de la oxidacion de radicales libres, asi como también
reducir los efectos perjudiciales de los eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos), y para mejorar la respuesta inmune humoral y celular al desafio de la enfermedad
(Campos-Granados, 2015).

1.1. JUSTIFICACION

En la actualidad existe una amplia variedad de recursos agricolas que son desechados y no son
utilizados de manera eficiente, muchos de estos residuos contienen gran cantidad de nutrientes
y metabolitos secundarios que pueden ser aprovechados para elaborar alimentos para el

consumo animal, dentro de estos productos estan el raquis y fruto de banano orito.

El raquis y fruto banano orito son una fuente potencial de compuestos fenélicos que tienen
capacidad antioxidante. Se sabe que su pulpa, asi como su cascara contienen varios
antioxidantes como: la galocatequina, dopamina, vitaminas (A, B, C y E), B-caroteno, los cuales
retardan o inhiben la oxidacion, de tal manera que protegen las células del dafio que causan los
radicales libres, ofreciendo una accion protectora al organismo (Sulaiman et al., 2011).

El banano verde de rechazo puede ser aprovechado en la alimentacién animal, si se incrementa
su contenido de proteinas disponible y se disminuye el contenido de taninos, ya que el banano
posee un bajo contenido en fibra y proteina y un alto contenido en taninos. El proceso de

ensilado disminuye los compuestos de taninos (Faubla-Zambrano y Ponce-Mera, 2016)

La actividad antioxidante de los productos naturales ha sido ampliamente estudiada en los
ultimos afios, tanto en modelos in vitro como in vivo y se ha demostrado sus importantes
propiedades en la eliminacién de radicales libres. En esta actividad farmacologica intervienen
una variedad de procesos bioquimicos y ralentiza la progresion de enfermedades graves de la
civilizacion, como: enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades inflamatorias o
infecciones (Kukula-Koch, Koch et al., 2016).



Los nutricionistas incluyen sistematicamente antioxidantes en las formulaciones con destino a
la alimentacion animal con el fin de prevenir las alteraciones oxidativas de las grasas, vitaminas
liposolubles y pigmentos. La adicion de estas substancias se hace también directamente en
determinadas materias primas como las propias grasas, harinas de pescado, etc (nutriNews,
2019).

Con su empleo se intenta evitar o retardar situaciones oxidativas que degradan el alimento,
instauran problemas organolépticos, producen grandes pérdidas comerciales y pueden dar lugar
a secuelas toxicoldgicas de enorme importancia. Por lo tanto, esta investigacion se realiza con
la finalidad de conocer la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles en ensilados solidos
de raquis y el fruto del banano orito, a diferentes tiempos de conservacion para asi brindar una

alternativa de alimentacion animal aprovechando los residuos agricolas que son desechados.
1.2. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

En el Ecuador, la region amazonica se caracteriza por ser una zona que posee una buena
produccion agricola para consumo humano, asi mismo, se genera una amplia variedad de
residuos, entre ellos la fruta de rechazo y raquis de banano orito (Musa acuminata AA), estos
alimentos no son aprovechados de forma adecuada para a la alimentacién animal por la falta de
conocimiento del aporte de nutrientes y antioxidantes. En este entorno, el ensilado puede
constituir una alternativa para mejorar el contenido de nutrientes y metabolitos de naturaleza

antioxidante para uso en la dieta de los animales.
1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Como influye el tiempo de fermentacion sobre la actividad antioxidante del raquis y fruto de

banano orito de rechazo?



1.4. OBJETIVOS

1.4.1. GENERAL

v

1.4.2.

Evaluar el efecto del tiempo de fermentacién en estado sélido sobre la capacidad
antioxidante de raquis y fruto de banano orito (Musa acuminata AA) para consumo en

animales.
ESPECIFICOS

Determinar la influencia del pH sobre la variabilidad de los ensilados de raquis y fruto
de banano orito en diferentes tiempos de conservacion (0, 1, 4, 8, 15 y 30 dias).
Determinar la variabilidad de polifenoles y capacidad antioxidante en los ensilajes de
raquis y fruto de banano orito en diferentes tiempos de conservacion (0, 1, 4, 8, 15y 30
dias).



CAPITULO II

2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. Banano orito (Musa acuminata AA)

El orito es uno de los cultivos méas importantes en el mundo, en algunos lugares se encuentra al
mismo nivel del arroz, trigo, maiz y cacao; ademas de ser considerado como producto bésico en
la alimentacion y exportacion. Musa acuminata conocido también como “baby banana” es una
variante del banano comun, con una longitud de 12 cm y un diametro de 3 cm aproximadamente,
con una importante fuente de carbohidratos, vitaminas B6, vitamina C, a méas de fibra y potasio
(Mantilla, 2015).

2.1.1. Clasificacidon taxondmica

Cheesman (1948), sefiala la siguiente clasificacion taxonémica del banano orito, tabla 1:

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del fruto de banano orito

Taxonomia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Genero Musa
Especie Acuminata

2.2. Fermentaciones

La fermentacion es un proceso catabdlico de oxidacion de sustancias orgénicas para producir
otros compuestos organicos y energia. Los procesos de fermentacion son realizados por

levaduras y bacterias en ausencia de oxigeno (Puerta, 2010).



Los carbohidratos son los principales sustratos que se fermentan, pero algunas bacterias pueden
fermentar otros compuestos como los &cidos orgénicos, aminoacidos, purinas y piridiminas. Los
azucares que se fermentan con la glucosa, la fructosa, la maltosa, la sacarosa y la lactosa, los
cuales se obtienen de la cafia de azUcar, las melazas, los jugos de frutas, la remolacha y el suero
de leche (Puerta, 2010).

2.2.1. Fermentacion solida FES

La fermentacion en estado sélido (FES) consiste en hacer crecer un microorganismo sobre un
sustrato, empleando una fuente de nitrogeno y sales mineralizadas (ricas en macro y
micronutrientes), bajo ciertas condiciones de humedad, pH, aireacion y temperatura. La FES no
presenta agua libre en su estructura, aunque conlleva determinados requerimientos de humedad

(Borras-Sandoval y Torres-Vidales, 2016).

En los paises en desarrollo ha llamado la “revolucion ganadera”, la FES para la produccion de
enzimas fibroliticas, utilizadas en la produccién de alimentos para animales (Borras-Sandoval y
Torres-Vidales, 2016).

2.2.1.1. Fermentacién con bacterias acido lacticas

La fermentacion con bacterias acido lacticas (BAL), es un proceso de gran importancia para la
obtencion de compuestos fendlicos; puesto que, en un estudio realizado en la pulpa de café
fermentada, se obtuvo un importante incremento de estos, utilizando la cepa Lactobacillus casei
como se sabe lo compuestos fendlicos son capaces de reducir los radicales libres (Lopéz et al.,
2013).

2.2.1.2. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) estan formadas por un amplio grupo de bacterias no
esporuladas, Gram positivas, las cuales metabolizan un amplio rango de azlcares para producir
principalmente acido lactico; debido a esto han sido empleadas por siglos en la fermentacion de
una amplia variedad de productos lacteos, en donde hoy es bien conocido el poder de
preservacion de estas bacterias debido a su habilidad para producir metabolitos antimicrobianos

incluyendo &cidos organicos y bacteriocitas. Por otra parte, son uno de los grupos de
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microorganismos menos estudiados para la obtencion de compuestos fendlicos mediante la

fermentacion en estado s6lido son las bacterias acido lacticas (Ormaza , Diaz y Rojano, 2018).

2.2.2. Metabolitos secundarios

Las frutas y hortalizas son alimentos que aportan metabolitos secundarios de potencial
antioxidante, como carotenos, licopenos, flavonoides, sustancias alilaceas, entre otros, los
cuales benefician la buena salud de quienes los consumen (Marquez, Otero, Rojano y Osorio,
2014).

El banano es una excelente fuente de carbohidratos, fibras, vitamina B6, vitamina C, vitamina
E y B-carotenos (Lal et al., 2017). Se sabe también que su pulpa asi como su cascara contienen
varios compuestos antioxidantes como la galocatequina, alcaloides, flavonoides, taninos,

compuestos fenolicos y dopamina (Blasco-L6pez y Gomez-Montafio, 2014).

2.2.2.1. Compuestos fendlicos

Son moléculas que poseen uno o0 mas anillos aromaticos con uno o mas grupos hidroxilos, los
cuales pueden activarse contra distintos agentes patdgenos (virus, bacterias y hongos) gracias a
la participacion de los acidos fendlicos, por otra parte estan los flavonoides que constituyen otro
grupo de compuestos fenolicos los cuales cumplen con funciones biol6gicas como: la actividad
antibacteriana, sinergia contra antibioticos y la supresiéon de la virulencia bacteriana (Guil-
Guerrero et al., 2016).

2.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que inhiben o reducen la oxidacion de otras moléculas, son
ampliamente utilizados en los suplementos dietéticos, mientras que la actividad antioxidante es
la capacidad total de antioxidantes para la eliminacion de los radicales libres en la célula y en

los alimentos (Hur et al., 2014).



2.3.1. Efecto de la fermentacion sobre la actividad antioxidante

Zapata, Bustamante, Tamay y Benjamin (2013) manifiestan, que el efecto de fermentacion en
clones de cacao presenta cambios positivos y negativos en los contenidos de los diversos
metabolitos secundarios, en dependencia de la variedad; el incremento de polifenoles durante el
proceso de fermentacion se puede dar por la formacion de proantocianidina (tanino) y la pérdida
de fenoles puede atribuirse a la difusion de los polifenoles fuera de los cotiledones durante la
fermentacion, asimismo puede ser por el acomplejamiento con proteinas, polisacaridos y

alcaloides en el cacao.

La mejora de la actividad antioxidante por fermentacion se debe principalmente a un aumento
en compuestos fendlicos y flavonoides via hidrélisis microbiana. Por otra parte, la fermentacion
induce la descomposicion estructural de las paredes celulares de la planta, que conduce a la
liberacion o sintesis de diversos compuestos antioxidantes. Estos compuestos antioxidantes
pueden donar 4&tomos de hidrogeno o radicales libres de barrido, y evitar la oxidacion de los
lipidos (Hur et al., 2014).

2.3.2. Beneficios de los antioxidantes

Se ha demostrado que las vitaminas A, E y C y los carotenoides (precursores de la vitamina A)
tienen la capacidad de proteger las células de la oxidacidn de radicales libres, asi como también
reducir los efectos perjudiciales de los eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos), y para mejorar la respuesta inmune humoral y celular al desafio de la enfermedad
(Campos-Granados, 2015).

2.4. Oxidacion

La oxidacion es principal para la vida puesto que participa en los procesos de obtencion de
energia celular. Sin embargo, cuando existe un exceso de oxidacion aparece el estrés oxidativo
gue es una realidad compleja en todos los niveles bioldgicos que no se pueden medir ni definir
con un solo pardmetro. Hay una multitud de enfermedades que se han relacionado con el estrés

oxidativo y la generacion de radicales libres. Por esto se estan llevando a cabo las dietas



enriquecidas con antioxidantes tratando de disminuir el deterioro funcional organico por el

exceso de estrés oxidativo (Abigail, 2011).
2.5. Radicales Libres

Los radicales libres (RL) pueden ser una molécula, un atomo o ion, que poseen un electron
desapareado en su orbital mas externo que los hace reaccionar con otras moléculas organicas en
procesos de dxido-reduccion. Los RL debido a su electrén desapareado, son més reactivos que
los no-radicales, y entre los diferentes radicales varian ampliamente su reactividad. La forma
mas frecuente en que se forman los radicales libres es por la adicion de un electrén a una
molécula estable, habitualmente como resultado de la reaccion entre metales de transicion como
el hierro o el cobre y diversas especies de oxigeno como el perdxido de hidrégeno e incluso el
oxigeno molecular ( Zubiri Apeleo, 2017).

2.6. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccion y eliminacion de
especies reactivas y tiene como consecuencia un dafio oxidativo a macromoléculas. Por ello, el
estrés oxidativo estd en la base de numerosas enfermedades como el céancer, la artritis
reumatoide y enfermedades neurodegenerativas (Parkinson y Alzheimer) (Chaitanya et al.,
2010).

En los Gltimos afios se han realizado una serie de estudios donde han determinado que el estrés
oxidativo es el causante de un trastorno primario, el cual se relaciona con la patogenia de ciertas
enfermedades como es la mastitis, edema de la ubre, déficit en la sintesis de hormonas esteroides
en vacas, miopatia nutricional degenerativa en ovinos, en aves se ha asociado con el desarrollo
de enfermedades como el sindrome ascitico en pollos de engorde, higado graso en gallinas

ponedoras, problemas de fertilidad, hipocalcemias (Cérdova-lzquierdo, 2016).
2.6.1. Mecanismos protectores ante el estrés oxidativo

La funcidn principal de estos mecanismos es mantener la homeostasis celular contrarrestando

el exceso de ROS intracelular y su consecuente efecto prooxidante para la célula. Los



mecanismos endogenos de defensa antioxidante pueden agruparse en dos clases: mecanismos

de defensa antioxidante no enzimaticos y enzimaticos (Batle Vidal , 2013).

Mecanismos de defensa enziméaticos son un conjunto de proteinas, si bien los alimentos no
contribuyen a las enzimas, contribuyen a los microminerales requeridos para la biosintesis de
tales enzimas, su funcion es favorecer la remocion de radicales libres de especie pro oxidante,
teniendo la participacion de las enzimas peroxidas, catalasas y superdxido disimutasa (Diaz,
Escobar y Pizarro, 2013).

Los mecanismos enzimaticos son un conjunto de moléculas que interactan con los radicales
libres, la mayor parte estas moléculas contribuyen a la defensa antioxidante y provienen por
medio de la alimentacion, ademas que tienen la funcién de defensa antioxidante en el organismo
entre ellas estd: la vitamina E (atocoferol), vitamina C (acido ascérbico), [B-caroteno
(provitamina A), proteinas transportadoras de metales de transicion y polifenoles (captadores

de radicales libres) (Diaz, Escobar y Pizarro, 2013).

2.7. Efecto de los antioxidantes sobre el desempefio productivo y salud animal

La presencia de metabolitos secundarios como taninos en el banano, le atribuye efectos
negativos en el consumo por parte de animales porcinos, debido a que estos influyen en procesos
digestivos, ocasionando la inhibicion de enzimas proteoliticas (Noles-Romero, 2018).

2.7.1. Efecto de los antioxidantes en la digestibilidad de nutrientes y sintesis de nitrogeno

microbiano en rumiantes

La incorporacion de antioxidantes en la dieta de vacas lecheras podria optimizar la digestibilidad
de los carbohidratos totales, aumentar la digestibilidad tanto de la fibra &cido detergente como
neutro detergente, y también se le asocia a un aumento de la conversion de nitrégeno microbiano
a partir del nitrogeno de la dieta. Por otra parte, la suplementacion con antioxidantes podria dar
lugar a cambios en el metabolismo microbiano del rumen, resultando beneficiosos para la
actividad celulolitica (Zubiri Apeleo, 2017).
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Lee et al. (2006) suplementando la dieta con polifenoles de extracto de Eucommia ulmoides en
cerdos, consiguen mejorar los rendimientos en el crecimiento y los parametros de calidad de

carne. Pudiendo ser debido a la fuente del polifenol, al tratarse de monogastricos.
2.7.2. Posibles efectos perjudiciales de los antioxidantes

Los pocos estudios realizados han determinado gque los antioxidantes producidos en las plantas
pueden ser benéficos y de la misma manera perjudiciales en la reproduccién de los animales
incluyendo la espermatogénesis, las funciones de semen, ciclos de celo, la ovulacion, las

funciones de ovario, endometrio, el desarrollo del embrion y el embarazo (Zhong y Zou, 2013).
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CAPITULO 11

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Localizacién

La presente investigacion se realizo en los Laboratorios de Microbiologia y Bromatologia de la
Universidad Estatal Amazonica, campus principal ubicado en el km.2. %2 via Puyo-Tena en la

cuidad de Puyo, cantdn y provincia de Pastaza.
3.2. Tipo de investigacion

La investigacion es experimental ya que se evaluo el efecto en el tiempo de fermentacion en los
dias 0, 1, 4, 8, 15 y 30 en raquis y fruto de banano orito, para ello se midieron las variables: pH,

contenido de polifenoles y actividad antioxidante en raquis y fruto de banano orito.
3.3. Métodos de la investigacion
3.3.1. Formulacion de los ensilados

Las materias primas (raquis, fruto de banano orito) se obtuvieron del mercado “Mariscal” en la
cuidad de Puyo, las cuales se lavaron y trocearon con un molino martillo con diametro de 2 cm,
mientras que el suero de leche, semita, melaza, carbonato de calcio y sal mineral se adquirieron
en el centro “Agropecuario Jaramillo” de la misma ciudad. La composicion proximal de las

materias primas, y las formulaciones de los ensilados se observan en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Composicién quimica de las materias primas (% Base seca)

Materias primas PB FB Grasa Ceniza Energia Humedad
Banano orito natural 4,27 5,47 3,82 3,51 - -
Raquis natural 4,02 28,95 3,46 16,77 - -
Suero de leche 0,90 - 0,5 8,6 - -
Melaza 3,66 - 2,0 10,1 - 26,3
Carbonato de calcio - - - 98,0 - 2,0
Sal mineral 99,0 - - - - 1,0
Semita 15,1 9.8 7,2 5,0 - 12,3

Fuente: FEDNA, 2019
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Tabla 3. Formulacion de los ensilados

Materias primas % Inclusion ensilado % Inclusion ensilado
raquis fruto banano orito

Raquis 67% -

Fruto del banano orito - 67%

Suero de leche 10% 10%

Melaza 2% 2%

Carbonato de calcio 0,5% 0,5%

Sal mineral 0,5% 0,5%

Semita 20% 20%

Total 100% 100%

3.3.2. Manejo del experimento

Se trabajo con un total de 36 microsilos de (300 g), 18 microsilos a base de raquis y 18 de fruto
de banano orito, y se conservaron en una incubadora marca MEMMERT modelo IN 110, a una
temperatura de 26 °C, el pH se midié conforme se cumplia el tiempo de fermentacién
establecido (0, 1, 4, 8, 15 y 30 dias), mientras que el contenido de polifenoles y actividad
antioxidante se evalud posterior al secado (estufa marca MEMMERT modelo SFE700) y
molienda (molino marca THOMAS-Wiley a modelo 4) de muestras, las determinaciones se

hicieron por triplicado.

3.3.2.1. Medicion del pH

En la determinacion de pH se utilizd un extracto acuoso conformado por una fraccion de 25 g
de ensilado y 30 ml de agua destilada, para esto se utiliz6 un pH metro marca ORION STAR
modelo A215 (Cherney y Cherney, 2003).

3.3.2.2. Determinacion de polifenoles a través del método FOLIN (Folin-Ciocalteu)
Se aplicd este método ya que es uno de los principales métodos para la cuantificacion de
compuestos fenolicos en extractos vegetales. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que es

igual que todos los métodos espectrofotométricos, por ende puede ser inespecifico e
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interaccionarse con otras moléculas como azUcares, presentes en los extractos vegetales y por

lo tanto los resultados se pueden alterar (Mufioz-Bernal et al., 2017).

Primero se preparo el Folin tomando 40 pL de reactivo Folin-Ciocoalteau en una dilucion 1:1
con agua destilada, se coloco en un matraz aforado de 10 ml, se agitd y se dejo reposar, protegido
de la luz por 10 minutos. Se afiadié 500 pL de la solucion de carbonato de sodio al 10%, luego
se aford a un volumen de 10 ml con agua destilada, se homogeniz6 la disolucion agitando
manualmente el matraz aforado, se mantuvo a la oscuridad a temperatura ambiente durante dos
horas, y luego se midio las absorbancias a 765 nm contra el blanco (Rivas-Morales, Oranday-
Cérdenas y Verde-Star, 2016).

Para la preparacion de la muestra se tomo 40 pL de muestra a analizar, luego se afiadio 500 pL
de reactivo de Folin-Ciocoalteau (dilucion 1:1 con agua destilada), posteriormente se coloco en
un matraz aforado de 10 mL, se agito y se dejé reposar, protegido de la luz, durante 10 minutos,
Se afiadié 500 pL de la disolucién de carbonato de sodio al 10% , se aforo a un volumen de 10
mL con agua destilada, se homogenizé la disolucidn agitando manualmente el matraz aforado,
mantener en la oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas, se midié absorbancias a 765

nm contra el blanco de reactivos.
Los célculos se realizaron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de acido
galico (mg acido galico /L)

_ A+0.0312
~0,0778

A = Valor de absorbancia de las muestras.

C= Concentracion de polifenoles.

3.3.2.3. Determinacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determino por el método ABTS y por el método FRAP debido a
muchos que muchos autores han combinado los dos métodos para obtencion de resultados
similares (Pérez Jiménez, 2007).
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Meétodo ABTS acido 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin - 6 — sulfénico)

El método ABTS se caracteriza por la captacion de radicales libres. Ademas, ABTSe+ es uno
de los métodos mas rapidos, originando resultados reproducibles y coherentes. Presenta
importantes ventajas; muestra varios maximos de absorcién y una buena solubilidad,
permitiendo el ensayo de compuestos tanto de naturaleza lipofilica como hidrofilica (Kuskoskil
et al., 2005).

El radical ABTS se genero a partir de su precursor el &cido 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-

6-sulfénico (ABTS); es un compuesto de color verde-azulado, estable.
Métodos de generacion del radical ABTS.

- Disolucién de ABTS 7mM. Se disolvieron 0,0384 g de sal amonica cristalizada de ABTS en
10 ml de agua destilada.

- Disolucidn de persulfato de potasio 2,45 mM. Se disolvieron 0,0662 g del reactivo en 100 ml

de agua destilada.
- Etanol al 96 % v/v.

Preparacion radical ABTS, se mezcl6 en partes iguales la disolucién de ABTS 7 mM vy la de
persulfato de potasio 2,45 mM. Se mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16
horas para la formacion del radical. Se disolvi6 con etanol para obtener una absorbancia de
0,8730 (absorbancia inicial) a 730 nm.

Preparacién de las muestras de ensayo. En la cubeta del espectrofotémetro se coloc6 20 uL de
las diferentes mezclas, diluidas 1:1000 v/v en metanol y se adicion6 3 ml de la disolucion del
radical ABTS. Se esperd 7 minutos hasta la estabilizacion de la absorbancia y se realizé la
lecturaa 730 nm (Re et al., 1999).

Los calculos se hicieron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de
TROLOX (patron de antioxidantes):

_A—0,7252
 —0,1304

A = Valor de absorbancia de las muestras.
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C = Concentracion de antioxidantes

3.3.2.4. Método FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

El método FRAP tiene como mecanismo principal la transferencia de electrones a diferencia de
otros métodos donde se produce la captura de radicales libres, segun esto el FRAP puede ser
atil, en combinacién con otros métodos, en la determinacion de la capacidad antioxidante de
productos que contengan distintos tipos de antioxidantes (Rivas-Morales, Oranday-Cardenas y
Verde-Star, 2016).

Ademas, este método se basa en la capacidad que tiene la sustancia antioxidante para reducir
Fe3* a Fe?*. El complejo férrico: 2, 4, 6 — tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido a
complejo ferroso coloreado. Se empled una curva de calibracion confeccionada con patron de
TROLOX. El reactivo FRAP se elaboré de la siguiente manera:

Primero, se preparo el buffer de acetato 0,3 mM a pH 3,6, para lo cual se peso6 6,1 mg de acetato
de sodio trihidratado, se disolvié en 200 mL de agua, se ajusté el pH con una disolucién de acido
clorhidrico 40 mM vy finalmente se afor6 a 250 mL con agua destilada. Para preparar la
disolucién de 2, 4, 6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), se pes6é 31,2 mg y se disolvio en acido
clorhidrico 40 mM hasta aforar en 10 mL. Luego se hizo una disolucion 20 mM de cloruro de
hierro 111, a partir de la sal hexahidratada, para lo cual se pes6 135,2 mg y se disolvié en agua
destilada hasta aforar en 25 mL. Finalmente, cada disolucion se mezcl6 en proporcion 1:1:10 de
TPTZ: cloruro de hierro IlI: buffer acetato para obtener el reactivo FRAP (Rivas-Morales,
Oranday-Céardenas y Verde-Star, 2016).

Las muestras se prepararon mediante dilucion 1:1000 v/v con metanol y se analizo
inmediatamente. Luego se colocd 40 pL de esta disolucion de muestra en un matraz de 10 mL
y se adiciond 5 mL de disolucion de FRAP. Se afor6 con agua destilada y se dejo reposar en
una estufa a 37 °C por 30 minutos. Se registrd las absorbancias a una longitud de onda de 593
nm (Rivas, Leos y Garcia, 2016).

Los célculos se realizaron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de
TROLOX (patron de antioxidantes):

16



C = A
~0,1879
A =Valor de absorbancia de las muestras.

C= Concentracion de antioxidante.
3.3.3. Disefio de la investigacion y analisis estadistico

Para este estudio se empled un disefio completamente aleatorizado (DCA), con 6 tratamientos
(dias). Para el procesamiento de datos se utilizd la técnica de ANOVA vy para la comparacion
de media se analizd con la prueba de Duncan con (p<0,05). Todos los datos se procesaron

utilizando el sistema de SPSS version 22 para Windows.
3.3.4. Modelo matematico

Yij= p +ti + Eij

M media general

ti: efecto del i-ésimo tratamiento

Eij: error experimental en la unidad j del tratamiento i.

3.3.5. Factores de estudio
« Variables dependientes
v pH
v Contenido de polifenoles

v' Actividad antioxidante

% Variables independientes

Dias de fermentacion (0, 1, 4, 8, 15 y 30 dias).
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento del pH en ensilados de raquis y fruta de banano orito

En la Figura 1 se observa el comportamiento del pH en los ensilados de raquis y fruto de banano
orito en diferentes tiempos de conservacion (0, 1, 4, 8, 15 y 30 dias). En el dia O se obtuvo el
mayor pH (5.54), el cual difiri6 significativamente (p<0.0001) de los dias (1, 4, 8, 15y 30).

5,54a E.E:0,0033

I . p<0,0001
5 53 - E.Ex0,0033
P p <0,0001
35 5 4 81a P
L a7 D E.E+0,0033
L , _ p=0,0001 E.E+0,0033
S 44 s p-0,0002 EE:0,0033 ~ EEDO3
> . y ' p=0,0004 _ P™
4, 4,16
3,8

4,05

15

30 DiAS

@ Raquis @Orito

Figura 1. Dindmica del pH en ensilaje de raquis y fruta de banano orito en diferentes tiempos
de conservacion.

El pH es uno de los pardmetros que afectan a la fermentacién de alimentos, asi como también
estad estrechamente relacionado con el crecimiento microbiano y los cambios estructurales
fitoquimicos durante la fermentacion (Hur et al., 2014). En el dia 0 se obtuvo un pH superior a
5 en el ensilado de fruta de banano orito, posterior a las 24 horas se consiguio estabilizarlos (1,
4, 8, 15 y 30 dias), logrando valores de pH menores a 5. Borras-Sandoval, Validafio-Cabrera y
Rodriguez-Molano (2017) manifiestan que en las primeras horas de fermentacion los valores
del pH se incrementan debido a la respiracion celular de la materia prima, después de las 24-48

horas el pH inicia un descenso debido a la actividad microbiana con predominio de las bacterias
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acido lacticas (BAL) y levaduras las cuales tienen la capacidad de producir &cido lactico para
reducir el pH del medio (Alvarez, Méndez y Martinez-Fernandez, 2015).

Contenido de polifenoles en raquis y fruta de banano orito

En la Figura 2 se muestra el contenido de polifenoles en los ensilados de raquis y fruta de banano
orito en diferentes tiempos de conservacion. De acuerdo con el valor (p<0.05) existen
diferencias altamente significativas. En el dia 0, el fruto de banano orito tuvo mayor contenido
de polifenoles; en los dias 1, 4 y 8 existido un incremento apreciable en el contenido de
polifenoles del raquis en comparacion con el fruto de banano orito; sin embargo, en los dias 15

y 30 se observa un aumento apreciable en la fruta de banano orito.
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Figura 2. Contenido de polifenoles totales en ensilados de raquis y fruto de banano orito en los

diferentes tiempos de conservacion.

El mayor incremento en el contenido de polifenoles en el raquis y fruto de banano orito se
relaciona probablemente con el bajo pH que presentaron los silos durante el estudio, con el cual
se consigue recuperar los compuestos fendlicos (Lopeéz et al., 2013), logrando un valor maximo
en el dia 30 en raquis (323361,91 pug * MS) y en el fruto de banano orito (358128,57 pug™ MS).
Segin un estudio realizado por Lopéz et al. (2013) referente al efecto del tiempo de
almacenamiento de la pulpa de café sobre las propiedades antioxidantes, reportaron un

incremento en el contenido de fenoles totales por efecto de fermentacion. En este sentido, se
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han empleado procesos de fermentacion para aumentar el contenido de compuestos fenolicos

bioactivos en las frutas y vegetales (Hur et al., 2014).
Actividad antioxidante en raquis y fruta de banano orito con los métodos ABTS

En la Figura 3 se observa la actividad antioxidante en los ensilados de raquis y fruto de banano orito
en diferentes tiempos de conservacion. La actividad antioxidante en el raquis en los dias 0, 1, 4 y
8 difirié significativamente (p<0.005) de la fruta de banano orito. Sin embargo, el fruto de

banano orito en los dias 15 y 30 presentd mayor actividad antioxidante con respecto al raquis.
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Figura 3. Actividad antioxidante en raquis y fruto de banano orito a diferentes tiempos de
conservacion, por el método de ABTS.

En cuanto a la mayor actividad antioxidante en el raquis corresponde al dia 0, sin embargo, en
el fruto de banano orito la mayor actividad antioxidante se presentd en el dia 8.

Los resultados de mayor actividad antioxidante se presentaron para el raquis fermentado en
relacién al raquis sin fermentar, lo cual pudiera deberse a la produccion de metabolitos
antioxidantes por la accion de las bacterias acido lacticas que metabolizan un amplio rango de
azUcares para producir acido lactico y su vez degradan compuestos antinutricionales indeseables
para el consumo de los animales (Lopéz et al., 2013).

Hur et al. (2014) manifiestan que el efecto de las bacterias acido lacticas sobre la actividad
antioxidante podria ser explicado por la liberacion de compuestos fendlicos simples después de
la hidrolisis acida y enzimatica de compuestos fenolicos polimerizados durante la fermentacion.

Lopéz et al. (2013) indican que el uso de cepas de bacterias acido lacticas (Estreptococcus

20



termophilus y Bifidobacterirum longum) en el proceso de fermentacidn presentan un incremento
de la actividad antioxidante de las materia prima. Otra posible explicacién, se basa en que las
propias bacterias acido lacticas tienen actividad antioxidante ya que cuando los
microorganismos estan expuestos a especies reactivas de oxigeno y antioxidantes no
enziméticos evolucionan mecanismos para protegerse contra el dafio oxidativo (Lee et al.,
2006).

Este método es aplicable al medio polar y apolar evaluando antioxidantes hidrofilicos y
liposolubles incluyendo flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides y antioxidantes del plasma
(Bohorquez, 2016), ademés el ABTS reacciona con cualquier compuesto aromatico hidroxilado,
independientemente de su potencial antioxidante real, con excepcion de flavonoides carentes de
grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo grupo hidroxilo
(Kuskoskil, et al., 2005). Entre los componentes polares del banano orito pudiesen destacarse
la vitamina C y antocianinas y en los compuestos no polares, carotenoides (licopenos, carotenos)

y vitamina E (Marquez et al, 2014).

El efecto de las proteinas en la actividad antioxidante se debe a la presencia de aminoacidos
como: histidina, tirosina, metionina, y cisteina que poseen actividad antioxidante por ello se
podria explicar que el fruto de banano orito en el dia O presento mayor actividad antioxidante
(He et al., 2012).

Actividad antioxidante en raquis y fruta de banano orito por el método FRAP

En la Figura 4 se muestra la actividad antioxidante en ensilados de raquis y fruta de banano en
diferentes tiempos de conservacion. De acuerdo con el valor (p<0.05) existen diferencias
altamente significativas en los diferentes tiempos de conservacién. En los dias 15 y 30 el banano
orito presentd mayor actividad antioxidante. Sin embargo, en el dia 30, el raquis present6 la

mayor actividad antioxidante.
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Figura 4. Actividad antioxidante en ensilados de raquis y fruto de banano orito a diferentes
tiempos de conservacion, por el método de FRAP.

En cuanto a la mayor actividad antioxidante en el raquis corresponde al dia 30, sin embargo, en
el fruto de banano orito la mayor actividad antioxidante se presentd en el dia 15. La actividad
antioxidante evaluada con este método fue mayor en el material ensilado respecto a la materia
prima sin ensilar. Este comportamiento es similar a lo reportado por Lopéz et al. (2013) en la
pulpa de café fermentado, debido al aporte de compuestos fendlicos pertenecientes al grupo de
los acidos hidroxicinamicos, melanoidinas y algunos compuestos volatiles del café (Ormaza,
Diaz y Rojano, 2018). Los metabolitos de naturaleza antioxidante en el ensilado de raquis y
fruta de banano orito se pudiera atribuir a la presencia de catequina, epicatequina, taninos y
antocianinas (Morillas-Ruiz y Delgado-Alarcon, 2012).

De acuerdo a los valores obtenidos al final del proceso fermentativo dia 30, a la actividad
antioxidante de los ensilados de raquis y fruta de banano orito se pudiesen catalogar como
antioxidantes de potente proteccion, ya que valores por encima de los 5000 umol
TROLOX/100g de muestra, reciben esta clasificacion (Ormaza, Diaz y Rojano, 2018), y se
recomienda consumir diariamente de 3000 a 5000 pmol TROLOX/100g de muestra (Rojano,
Zapata y Cortes, 2012).
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
Se concluye que el valor del pH en el ensilado del banano orito en el dia 0 presenté el mayor
valor (5.54), teniendo un descenso significativo al dia 4 con un pH de 4.07; siendo a partir del

mismo dia donde el valor de pH se estabilizo.

El valor del pH en el ensilado de raquis del banano orito al dia 0, fue menor que el valor obtenido

en el ensilado del fruto.

La mayor concentracion de polifenoles se presentd en el dia 30, en raquis (323361,91 pg ) y
en el fruto de banano orito (358128,57 pug™* MS).

El ensayo ABTS presentd la mayor actividad antioxidante en el ensilaje de raquis en el dia0y
en el ensilaje del fruto en el dia 8, mientras que en el dia 15 se present6 la menor actividad

antioxidante en ambos ensilados.

Segun el método FRAP, se concluye que a menor tiempo de conservacion se presenta mayor
actividad antioxidante para el ensilaje de raquis, mientras que a mayor tiempo de conservacién

el fruto presenta mayor actividad antioxidante.
5.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar procesos de fermentacion para el aprovechamiento de residuos agricolas

y mejorar los contenidos de polifenoles y actividad antioxidante.

Cuantificar el contenido de metabolitos de naturaleza antioxidante en los ensilados.

Se recomienda utilizar varios métodos para la determinacion de la actividad antioxidante, puesto
que hay compuestos antioxidantes que no reaccionan con determinadas especies oxidantes.

Ademas de comparar las metodologias del método FRAP y ABTS.
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CAPITULO VII

7. ANEXOS

Anexo 1. Capacidad de antioxidante de polifenoles y taninos en diferentes variedades de banano

Table 4. Antioxidant capacity of polyphenols and tannins of unripe banana {Musa sp.) varieties.

Cuadro 4. Capacidad antioxidante de polifenoles y taninos de variedades de plitano (Musa sp.) no madura.

Varie EP cT HT

v {mg GAEg™') (mgg™') img GAE g™')
(pgmol of Trolax eq g™') ¥ {tmol of Trolox eq g ™'}’ {tmaol of Trolox eq g ')

1.59 £ 0.23a 3.08 £0.13a 403 =0.03a
Macho 2125 % 0.16 2 39.32 = 0.13a 12.85 + 0332
. 0.70 + 0.07 b 2640+ 131 b 571 =020 b
nano 885+ 1L.07h 3300 = 0,57 b 13.14 = 1.16a
346 £ 007 ¢ 4465 % 1.37 ¢ 431 £023a
Mocade 44.75 + 036 ¢ 5787 = 0.04 ¢ 19.65 + 0.64 b
Vil 0.97 + 003 d 7.0 £ 0164 3.96 = 002 a
7 1441 £071d 2261+ 1.11d 13.05 = 0.63

Mean of three replicates = 5D, dry basis. Values with different leteers in a column are staristically different (p=0.05). EP: extractable
polyphenals; CT: condensed rannins; HT: hydrolysable tannins; GAE: Gallic acid equivalents. * Expressed in gmol of Trolox equivalents
g7 ¢ Media de tres réplicas £ DE, base seca. Valores con distintas lerras en una columna son estadisticamente diferentes (p=0.05).
PE: polifenoles exeraibles; TC: taninos condensados; TH: taninos hidrolizables; GAE: equivalentes de dcido gilico. " Expresado en gimaol
de Trolox equivalentes g =",

(Musa sp.) (AGROCIENCIA, 2014).
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Anexo 2. Preparacién de ensilados de raquis y fruto de banano
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Anexo 3. Medicion de pH
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Anexo 4. Determinacion del contenido de polifenoles y actividad antioxidante (métodos
FOLIN, ABTS Y FRAP).
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