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Resumen y Abstract \%

Resumen

Aprovechamiento de las propiedades conservantes de las hojas de Stromanthe
jacquinii (Marantaceae) para la elaboracion de recipientes biodegradables

Stromanthe jacquinii es una de las especies conocidas como bijao, sus hojas son
importantes en la cultura culinaria colombiana debido a que tradicionalmente se les han
conferido propiedades que permiten conservar y mejorar la calidad sensorial de los
alimentos, por lo que son empleadas para envolver alimentos. Por ello, el objetivo principal
fue validar el conocimiento tradicional, evaluando la actividad antimicrobiana y la
composicion fitoquimica de S. jacquinii para su aprovechamiento en la elaboracion de un
recipiente biodegradable con potencial conservante. Luego de ensayar varios métodos de
extraccion, el extracto etandlico por percolacion fue el mas promisorio, principalmente
sobre Botrytis cinerea (13,9% a 4000ppm) y Salmonella sp. (8, 1mm al 10%p/v). Siguiendo
fraccionamiento biodirigido, la fraccion de mediana polaridad inhibié Fusarium oxysporum
a 500 ppm (50,6%). Por medio de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con patrones, se
identificaron y cuantificaron, el acido clorogénico, acido rosmarinico y acido carndsico,
sugiriendo su influencia en la bioactividad. Se comprobd el efecto inhibitorio del acido
clorogénico sobre F. oxyspourum (47,42% 500 ppm). También se detectaron orientina,
acido vanilico y kaempferol por UHPLC-MS/MS en el extracto etandlico. Luego de la
evaluacion y caracterizacion, se elabord un recipiente con la fibra de S. jacquinii, usando
50% pl/p fibra/almidén, reforzada con almidéon de papa (9% p/v agua destilada),
carboximetilcelulosa (30% p/p almidon) y glicerol (30% p/p almiddn). Los resultados
validan el potencial de S. jacquinii como alternativa promisoria para el manejo de
microorganismos lo cual le confiere un potencial conservante al ser propuesto como

material de empaque biodegradable.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, fitoquimica, biodegradable, fibra, almidén
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Abstract

Harnessing the preservative properties of the leaves of Stromanthe jacquinii
(Marantaceae) for the elaboration of biodegradable containers

Stromanthe jacquinii is one of the species commonly known as bijao. Its leaves are
significantly important in the Colombian cuisine due to the traditional belief in its preserving
properties and improvement of the sensory quality of food, therefore, using them to wrap
traditional food. Consequently, the aim was to validate the traditional knowledge, by
evaluating the antimicrobial activity and the phytochemical composition of S. jacquinii for
its use in the elaboration of a biodegradable package with preservative potential. After
trying different extraction methods, the ethanolic extract by percolation exhibited the most
promising activity, mainly against Botrytis cinerea (13,9% a 4000ppm) and Salmonella sp.
(8,1mm al 10%w/v). Following bioassay-guided fractionation, the medium polarity fraction
inhibited F. oxysporum at 500 ppm (50,6%). Using gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS), and high-performance liquid chromatography (HPLC) with
compoud strandards, chlorogenic acid, rosmarinic acid, and carnosic acid were identified
and cuantified, suggesting its influence in the bioactivity. The inhibitory effect was
evidenced for chlorogenic acid against F. oxysporum (47,42% 500 ppm). Orientin, vanillic
acid and kaempferol were also detected in the ethanol-soluble extract by UHPLC-MS/MS.
After bioevaluation and characterization, a package with the fiber of S. jacquinii, was
elaborated by using 50% of fibre/starch, reinforced with a film made of potato starch (9%
starch/distillate water), carboxymethylcellulose (30% CMC/starch), and glycerol (30%
glycerol/starch). The results validate the potential of S. jacquinii as a promising alternative
in the control of microorganisms with a preservative potential when proposed as a material

for biodegradable packages.

Keywords: Antimicrobial activity, biodegradable, fiber, phytochemistry, starch
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Introduccion

Un total de 136 tipos de hojas de plantas, entre helechos, monocotiledéneas y
dicotileddéneas se utilizan para envolver alimentos tradicionales de la gastronomia
colombiana (Montafio Montafio et al.,, 2020). Algunas de esas hojas son conocidas
comunmente como bijao o biao y pertenecen a las familias Marantaceae, Heliconiaceae o
Musaceae, del orden Zingiberales. Tradicionalmente se les han atribuido caracteristicas
prometedoras a las hojas de bijao. Se manifiesta que al usar dichas hojas para envolver
alimentos le confiere a los mismos, propiedades que mejoran su calidad sensorial, como
el sabor y olor caracteristicos de las hojas; ademas que poseen propiedades conservantes
y sobre todo que son materiales biodegradables usados como empaque. Esta ultima
importante porque en el mundo, hay una sobreproduccibn de empaques no
biodegradables, que al no ser reciclados se acumulan en la biosfera, conllevando a una
alta contaminacion ambiental y a su vez una muerte masiva de especies marinas y

terrestres.

Como una alternativa a esos empaques no biodegradables, se han identificado varias
propuestas, entre ellas la fabricacién de platos biodegradables a partir de hojas de platano
(Sevillano et al., 2018). Esta industria estd emergiendo cada vez con mas fuerza en la
busqueda de alternativas sustentables con menor impacto en el medio ambiente. Sin
embargo, estos estudios son abordados desde el punto de vista de la elaboracién y de la
comercializacion del recipiente, desde la dptica del disefio y la ingenieria, sin tener en
cuenta la especie vegetal que se esta estudiando. Por ello, se puede estar dejando de lado
el valor agregado que podria tener un recipiente derivado de productos naturales,
considerando el contenido de metabolitos secundarios que pueden ser promisorios que
pueden aportar propiedades biologicas al empaque, como son los compuestos

antimicrobianos.

La caracterizacién quimica y validacion de la actividad biolégica de las especies usadas

como empaques, contribuye a la estandarizacién de procesos de extraccion y a direccionar
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el uso de productos derivados de estas hojas como formulaciones de antimicrobianos
derivados de especies de bijao. Esto es pertinente debido a que, en la industria alimentaria,
los antimicrobianos quimicos mas empleados son los nitratos, los benzoatos y el cloruro
de sodio, que debido a una dosis inadecuada pueden llegar a causar cancer, problemas
respiratorios y mutagenicidad o el acido aceético, acido propiénico y acido sorbico que
causan diarreas, alergias, vomitos y dolores de cabeza. Con base a lo anterior es necesario
buscar otras maneras de prevenir las intoxicaciones alimentarias sin afectar la salud de los
consumidores (Arana & Naccha, 2017). Con respecto a las intoxicaciones alimentarias,
ellas constituyen una importante causa de morbilidad y mortalidad y un significativo
obstaculo para el desarrollo socioecondmico en todo el mundo. Segun la organizacién
mundial de la salud (OMS), se atribuyeron 18 millones de AVAD (afios de vida ajustados
por discapacidad) a los agentes etiolégicos de enfermedades diarreicas transmitidas por
los alimentos (ETA), en especial a la bacteria Salmonella enterica no tifoidea y Escherichia
coli enteropatégena (Who, 2015). Sumandose a lo anterior un tercio de los alimentos
producidos se pierde o desperdicia cada afio debido a la alteracion o el deterioro
microbiano segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO)
(Motelica et al., 2020).

Stromanthe jacquinii (Roem. & Schult.) H. Kenn. & Nicolson, es una de las especies usadas
para envolver alimentos, a las cuales se les conoce comunmente como bijao, pertenece a
la familia Marantaceae y se distribuye desde Nicaragua hasta Ecuador, en Colombia crece
en 15 de los 32 departamentos entre los 80 a los 1800 m.s.n.m (Cogollo et al., 2007). Hasta
la fecha no se conocen reportes quimicos ni biolégicos que validen el conocimiento
tradicional acerca de su potencial antimicrobiano, aunque existen reportes en el género
Stromanthe sobre la presencia de flavonas glicosiladas, antocianinas, monoterpenos y

otros compuestos fendlicos que pueden ser un indicio de su actividad microbiolégica.

En esta investigacion, el objetivo fue validar el potencial antimicrobiano de los extractos y
fracciones de S. jacquinii, como un indicador de su potencial conservante para asi elaborar
un recipiente biodegradable aprovechando la capacidad de las hojas de S. jacquinii para

preservar alimentos e inhibir el desarrollo microbiano.

Se realizaron extracciones con diferentes métodos (soxhlet, percolacién y decoccién) y
diferentes solventes (etanol, hexano y diclorometano), se obtuvieron varios extractos y se

evalué su actividad antimicrobiana. El extracto mas promisorio se caracterizd
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presuntivamente por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS). Se realizé un fraccionamiento biodirigido con el extracto mas promisorio,
donde se obtuvieron varias fracciones. Se evaluaron las fracciones sobre el
microorganismo en la que presentaron mejor bioactividad y se caracterizaron las fracciones
activas por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas
(UHPLC-MS/MS) y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) usando estandares

de los compuestos detectados en la espectrometria de masas.

Se emplearon diferentes metodologias en la fabricacion del recipiente, se elaboré el
recipiente directamente a partir de las hojas de S. jacquinii, en otra se cubrieron las hojas
con una pelicula de almidén de papa, gelatina y glicerol y como ultima opcién la fibra de
las hojas de S. jacquinii se reforzé con una solucién de almidén, carboximetilcelulosa y

glicerol.

Entre las limitaciones que se encontraron en el desarrollo del trabajo se encuentra que la
caracterizacion quimica de las hojas se realizd mediante comparaciones entre los
espectros de masas y las bases de datos lo cual no permite estar completamente seguro
de los compuestos identificados. Sin embargo, algunos compuestos se lograron confirmar
usando patrones. Adicionalmente, los compuestos precipitados de las fracciones activas
presentaron problemas de solubilidad por lo que no se llegé a la estructura absoluta de

estos por resonancia magnética nuclear.

Este estudio constituye la base para el desarrollo de formulaciones antimicrobianas utiles
en la industria alimentaria con menos efectos negativos sobre la salud humana. Ademas,
se muestra el potencial de las fibras y otras fuentes naturales para la creaciéon de materiales
de empaque biodegradables y con caracteristicas que permitan conservar los alimentos.
El aprovechamiento de las hojas de S. jacquinii ayudan al reconocimiento y evocacion de
las tradiciones ancestrales y cotidianas de la cultura colombiana. Ademas, su uso
extendido podria amplificar los servicios ecosistémicos de suministro que ofrece su cultivo,
que incluyen los alimentos, agua, fuentes de energia, materiales de construccién o

medicinas (Balvanera, 2012).
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Objetivos

Objetivo general

Explorar las propiedades antimicrobianas de las hojas de bijao Stromanthe jacquinii
para su aprovechamiento en la elaboracién de un recipiente biodegradable con

potencial conservante.

Objetivos especificos

o Obtener extractos y fracciones de la hoja de bijao bajo diferentes métodos
a escala de laboratorio.

o Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos sobre algunas
cepas de bacterias causantes de intoxicaciones alimentarias.

e Caracterizar fitoquimicamente el extracto con mayor potencial
antimicrobiano con el fin de estandarizarlo.

¢ Elaborar un prototipo de recipiente empleando las hojas de bijao.
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Aprovechamiento de las propiedades conservantes de las hojas de Stromanthe
Jacquinii (Marantaceae) para la elaboracién de recipientes biodegradables

1.Actividad antimicrobiana y composicion

fitoquimica de Stromanthe jacquinii.

1.1 Resumen

Stromanthe jacquinii (Marantaceae) es una de las especies cuyas hojas llamadas
Bijao, son usadas para envolver alimentos, aprovechando su dureza y capacidad
aislante de la temperatura. Esta es una de las especies usadas como envoltura de
alimentos, menos estudiada y con potencial biolégico y quimico. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue validar el potencial de las hojas en la conservacién de
alimentos explorando la capacidad inhibitoria de sus extractos, sobre algunos
microrganismos causantes de intoxicaciones o alteracién alimentaria. Para ello, se
realizaron extracciones usando Soxhlet con hexano y etanol, ademas de percolacion
con etanol y por decoccién con agua, los cuales se evaluaron sobre las bacterias
Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y
Bacillus cereus y los hongos Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea y Colletotrichum
gloesporiordes. Se observd la actividad mas promisoria con el extracto etandlico
obtenido por percolacion, principalmente sobre B. cinerea (13,9% a 4000ppm) y
Salmonella sp. (8,1mm al 10% p/v). Se detectaron en este extracto, orientina, acido
vanilico y kaempferol por cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento acoplada a
espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS). Luego del fraccionamiento biodirigido
del extracto se obtuvo 3 fracciones de diferente polaridad, presentando la fraccién
de mediana polaridad (F2), mayor actividad inhibitoria contra F. oxysporum (32,1%
a 4000 ppm) y Salmonella sp. (17,7mm al 10% p/v). Esta fraccién fue
subsecuentemente fraccionada por cromatografia de columna obteniendo 13
subfracciones, de las cuales la fraccion F2-10 presentdé mayor actividad inhibitoria
contra F. oxysporum (50,6 % a 500 ppm). En F2-10 se detectaron compuestos
fendlicos como el acido clorogénico por GC-MS, los cuales se cuantificaron por
HPLC usando patrones, identificandose a su vez, acido rosmarinico y acido
carnosico. El acido clorogénico inhibid el crecimiento de F. oxysporum (47,42% a
500 ppm). Los compuestos biolégicamente activos presentes en S. jacquinii validan

su uso tradicional, lo que sugiere que esta especie podrian ser una nueva fuente de
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agentes antimicrobianos y/o la base para el desarrollo de empaques biodegradables

con caracteristicas conservantes.

Palabras clave: Antibacteriano, antifingico, alteracién alimentaria, Biao, Bijao.

1.2 Introduccion

Las hojas conocidas comunmente en Colombia como Biao/Bijao son plantas de varias
especies de la familia Marantaceae de los géneros Calathea y Stromanthe (Diaz
Piedrahita, 2012) y de la familia Heliconiaceae (Esperanza et al., 2006) del género
Heliconia. Estas hojas tienen una importancia socioecondémica en el empaque, transporte
y conservacion de alimentos y desde épocas pasadas han sido usadas por los habitantes
de América, cuando necesitaban desplazarse de un lugar a otro tras largos
desplazamientos a pie (Guerra Gomez, 2018). También, los indigenas las usaban para
cubrir sus viviendas durante las lluvias y para guardar comestibles y sal segun lo reportan
cronistas entre el siglo XVI y XVIII (Diaz Piedrahita, 2012). En la actualidad, hacen parte
de la tradicion, el legado cultural y el sentido de pertenencia por el territorio latinoamericano
(Higuera-Mora et al., 2020). Dentro de la cultura culinaria colombiana, las hojas de bijao
se usan como envoltura del bocadillo (Castellanos et al., 2011; Vergara et al., 2018), la
panela (de Oro Torres, 2003), el pescado, alimentos tradicionales (los tamales, fiambres o
envueltos, fritangas, bollos etc.), el quesito antioquefio, la carne, las harinas y los dulces
tipicos como alfandoques, melcochas, panelitas, entre otros (Diaz Piedrahita,
2012).Tradicionalmente, se manifiesta que el uso de las hojas de bijao para envolver
alimentos le confiere a los mismos, mayor durabilidad y propiedades que mejoran su
calidad sensorial (Cortez Solis, 2006; de Oro Torres, 2003). En el caso del pescado se
evidencia que, al cubrirlo con estas hojas de bijao, se comportan como aislante de la
temperatura exterior (Cortez Solis, 2006). Por otro lado, en la panela hay mayor durabilidad

cuando se emplean las hojas de bijao como empaque (de Oro Torres, 2003).

El cultivo de las hojas de bijao presenta un crecimiento vegetativo rapido y permanente
gue puede mantenerse a bajo costo en buenas condiciones por mas de veinte afios debido
a su constante renovacion (Figura 1-1) (del Aguila Torres, 2014). Cabe resaltar, que su
cultivo esta asociado con diferentes servicios ecosistémicos, tales como: proteccién de
cuencas hidricas (Esperanza et al., 2006), regulacion de la temperatura y el microclima,

purificaciéon del aire, suministro de materia organica, prevencion de la erosion,
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conservacion del suelo, control de malezas y refugio de anfibios y artropodos. Sumandose
a lo anterior, las hojas de bijao crecen mejor en condiciones de semisombra, por lo tanto,
su cultivo esta asociado con otras especies vegetales que atraen aves, insectos y
murciélagos (Figura 2-1, Figura 3-1, Figura 4-1) (Higuera-Mora et al., 2020) que ayudan a

polinizar las plantas y de cultivos que se encuentran a su alrededor (Cogollo, et al., 2007).

Figura 1-1: Cultivo de hojas de bijao con diferentes especies vegetales.
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Figura 3-1: Algunas especies vegetales asociadas al cultivo de bijao.
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Figura 4-1: Algunas especies de aves asociadas al cultivo de bijao.
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Calathea lutea (Aubl.) Shult (Marantaceae) es una de las especies de bijao mas conocida
y estudiada y se ha reportado en la superficie de sus hojas la produccién de una conspicua
capa de cera que esta relacionado a su potencial como aislante y/o conservante (Karl Egil
et al., 1979) y una alta concentracion de taninos y compuestos fenélicos como flavonoides
(Aguirre M et al., 2010; Williams & Harborne, 1977). Por el contrario, Stromanthe jacquinii
(Roem. & Schult.) H. Kenn. & Nicolson (Marantaceae), la cual es otras de las plantas cuyas
hojas son usadas tradicionalmente para envolver alimentos (Cogollo et al., 2007) es una
de las menos estudiadas. En Colombia, S. jacquinii crece en 15 de los 32 departamentos
(Bernal et al., 2019) y se encuentra entre las especies con mayor éxito de propagacién
comparada con otras especies de la familia Marantaceae que estan presentes en la
jurisdiccion de Corantioquia (conformada por 80 municipios del centro de Antioquia)
(Cogollo et al., 2007).

En la especie S. jacquinii no existen reportes acerca de su composicion quimica y actividad
biolégica, a pesar de su extendido uso a nivel tradicional. Sin embargo, en hojas de otras
especies del género Stromanthe se han reportado flavonoides (flavonas glicosiladas y
antocianinas), otros compuestos fendlicos y monoterpenos (Tabla 1-1) con propiedades
antimicrobianas. (Cushnie & Lamb, 2005a; Gérniak et al., 2019)



Tabla 1-1:

Especie
vegetal

Stromanthe
amabilis

Stromanthe
spectabilis

Stromanthe
sanguinea

Actividad antimicrobiana de los compuestos presentes en las hojas de algunas plantas del género Stromanthe.

Actividad antimicrobiana

| @ 4
g & 3 £
Qo S ®© 3
Compuestos enlas = S| el 3 s © 5 .
hojas 8 £ T 3 S 5§ & g Referencias
w ® s g © g © s
“ £ ¢ @ 9O o °
3 S > w
- ¢}
(Abdullah et al., 2008; Kabir et al., 2014; Ling, Zhang,
- . Wang, Mao, & Huang, 2013; G. Martinez et al., 2017; Pernin
v v v v v v v v
Acido clorogénico et al., 2018; Suarez-Quiroz et al., 2013; Sun et al., 2020; L.
Zhang et al., 2022)
Iridoide 7| 7 7 (Ajiboye et al., 2017; Alvarado-Martinez et al., 2020; Aziz et
Glicosido de luteolina v vV v al., 1998; Chiruvella et al., 2007; Maisch et al., 2022;
Vitexina v | v | v v v Mendoza et al., 2016; Merh et al., 1986; Nguyen et al.,
P o vl vyl lviv 2015; Orlo et al., 2021; Osondu et al., 2022; Patra, 2012;
Amdo vanilico Rodriguez Vaquero et al., 2007; Sato et al., 2000; Zaldivar &
Acido siringico v v Ingram, 1999; Zhong et al., 2022; Zhumakanova et al.,
acido protocatecuico v v v Vv VvV v 2021)
Orientina v v
Vitexina v v v v v (Ali & Dixit, 2012; Boba et al., 2017; E Azzaz & H EI-
o khateeb, 2010; Williams & Harborne, 1977; Zhong et al.,
Isovitexina v v v v v 2022)
Isoorientina v v Vv



Adicionalmente, en otros géneros de la familia Marantaceae, se ha reportado la presencia
de flavonoides, los cuales son ampliamente reconocidos como agentes antimicrobianos
(Cushnie & Lamb, 2005a; Gorniak et al., 2019) y se encuentran presentes en la mayoria
de las especies vegetales consignadas en la Tabla 2-1; como también, se encuentran
compuestos como los acidos fendlicos, principalmente el &cido vanilico y el acido siringico,
con accioén antifungica y antibacteriana (Tabla 1-1). Debido a que las especies que se
encuentran en la misma familia podrian tener similitudes en su composicién fitoquimica,
los reportes mencionados sugieren que la especie S. jacquinii podria tener actividad

antimicrobiana.

Tabla 2-1: Fitoquimica y actividad antimicrobiana de algunas especies de la familia
Marantaceae.

Actividad

i . Referencias
antimicrobiana

Especie vegetal Fitoquimica

Calathea

e NR Flavonoides (mirecitina)
angustifolia
(A etal., 2022;
Calathea NR Flavonoides (quercetina) Abdullah et al.,
cylindrica S G ©
Calathea insignis NR Flavonoides (mirecitina) T
- ides ( fina. k ferol) Adeogun et al.,
L ~lavonoides (quercetina, kaempfero )
Calathea Leitzei NR Acido fendlico (acido sinapico, cafeico, p- cumarico y ferulico) AT EAT=
. . . . SMITH, 1968;
Calathea lutea NR Flavonoides (luteolina y apigenina)
Daud et al.,
Calathea NR Fl id i
undulata avonoides (rutina) 2011; Gutierrez-
\C/;aarlizthaetz NR Flavonoides (rutina) LIER el
g 2005; Igboasoiyi
Calathea NR Flavonoides (rutina y mirecitina)
warscewiczii y etal., 2015;
. . s Lagnika et al.,
kCtenan?he NR Flavonoides (rutina y flavonas C- glicésidos) Sl e
ummernana 2008; Li et al.,
Ctenanthe NR Flavonoides (rutina) 2015a; Merh et
lubbersiana | 1986: Mond
Ctenanthe . C a 2 WG
oppenheimiana NR Flavonoides (flavonas C- glicésidos) Daud, 2012:
Esteroides Oboh et al.,
Donax grandis S. aureus _Srap_o ninas 2016; A. Ojekale
aninos
Esteroles et al., 2007;
] . L Rah I,
el NR Flavonoides (cianidina) ahman et a
gidina 2014; Rob et al.,
Acidos fendlicos (acido vanilico, siringico, protocatecuico, 2020; Ukwubile,
Maranta NR cafeico, p- cumarico, ferulico, sinapico y p-Hidroxibenzoicos) 2017; Williams &
arundinacea Polifenoles (acido clorogénico) Harborne, 1977)
Flavonoides (rutina y C-glicésido 3'- O Me luteolina) '
Maranta NR Polifenoles (acido clorogénico y rosmarinico)

depressa

Flavonoides (rutina)
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Especie vegetal

Maranta bicolor

Maranta
leuconeura

Monotagma
spicatum

Marantochloa
cuspidata

Megaphrynium
macrostachyum

Monotagma
spicatum

Monotagma
densiflorum

Phrynium
capitatum

Pleiostachya
pruinosa

Sarcophrynium
macrophyllum

Schumanianthes
dichotomus

Schumanianthes
virgatus

Thalia geniculata

Thalia multiflora

Thaumatococcus
daniellii

NR: No reportado

Actividad
antimicrobiana

NR

NR

NR

S. aureus
E. coli
Salmonella

typhi

Fusarium
oxisporum

NR

NR

E. coli

NR

NR

NR

NR

NR

NR

S. aureus
E. coli
Salmonella
typhi
Fusarium
oxisporum

Fitoquimica

Acidos fendlicos (acido vanilico, siringico, gentisico)
Polifenoles (acido clorogénico)
Flavonoides (luteolina, apigenina, kaempferol y quercetina

Polifenoles (acido clorogénico y rosmarinico)
Flavonoides (rutina, luteolina, apigenina y quercetina)

Flavonoides (flavonas C- glicésidos)

Alcaloides
Antraquinonas
Saponinas
Taninos

Alcaloides
Saponinas
Flavonoides
Taninos
Esteroides
Terpenos

Flavonoides (flavonas C- glicésidos)

Acido fendlico (acido vanilico, siringico, protocatecuico, p-
cumarico y p-Hidroxibenzoicos)

Alcaloides
Saponinas
Flavonoides
Taninos

Flavonoide (quercetina y peonidina)
Acido fendlico (acido vanilico, siringico y protocatecuico)

Flavonoides (flavonas C- glicésidos)

Acido fendlico (&cido siringico y sinapico)

Acido fendlico (acido vanilico, siringico, protocatecuico, p-
cumarico, ferulico y p-Hidroxibenzoicos)

Polifenoles (acido rosmarinico)
Esteroles (stigmaesterol y beta-sitoesterol)

Alcaloides
Esteroides
Flavonoides (isorhamnetina y quercetina)
Ceramidas

Acidos grasos (acido estearico, laurico, n-hexadecanoico)
Alcaloides

Saponinas

Flavonoides

Taninos

Terpenos (escualeno)

Esteroides

Antraquinonas
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Con base en lo anterior este estudio tuvo como objetivo validar el conocimiento tradicional
y artesanal, investigando la composicion quimica y la actividad antimicrobiana de sus
hojas. Los resultados obtenidos pueden respaldar las propiedades conservantes que se le
atribuyen, lo que alentaria el desarrollo de materiales de empaque biodegradables y

antimicrobianos naturales basados sus hojas.

De tal forma, se evalué la actividad antimicrobiana de extractos de diferentes polaridades
de las hojas de S. jacquinii frente a las bacterias Salmonella sp., Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Escherichia coli y Listeria monocytogenes y los hongos fitopatégenos
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea. Asimismo, se
evaluaron los diferentes métodos de extraccion para potenciar el efecto conservante. Se
estudio la composicion fitoquimica del extracto/ fraccion de S. jacquinii con mejor potencial
antimicrobiano con el fin de identificar presuntivamente cuales compuestos retrasan la
descomposicion de los alimentos y conocer la estabilidad de esas hojas como base de una

futura formulacion y aplicaciéon en empaques biodegradables.

1.3 Metodologia

1.3.1 Coleccion y preservaciéon del material vegetal

Se colectdé Stromanthe jacquinii (Marantaceae) en un cultivo ubicado en 6°25'37.4"N
75°19'42.0"W, en el municipio de Barbosa, Antioquia, Colombia. Se recolectaron 5
Kg de hojas para el trabajo de laboratorio y se tomaron 2 muestras de herbario y se
depositaron en el herbario de la Universidad Nacional de Colombia (MEDEL), como
muestras testigo, con el fin, de la verificacién de la identidad de la planta y

legalizacion de los especimenes.

1.3.2 Preparacion de los extractos

Se lavaron las hojas de la planta con agua destilada y se secaron a temperatura
ambiente. Se moli6é el material vegetal, se sometié a la extraccion por medio de
diferentes técnicas (Figura 5-1) con el fin, de estandarizar el extracto de acuerdo con

la actividad biolégica mas promisoria (Jones & Kinghorn, 2012).
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Figura 5-1: Extraccion de las hojas de S. jacquinii por A) Soxhlet con Etanol B) Percolacion

con Etanol C) Soxhlet con Hexano D) Decoccidn.

Un tamizaje inicial de la actividad biolégica de una planta generalmente comienza
con una extraccion etandlica, dado que la mayoria de los componentes activos frente
a microorganismos y que han sido identificados en las plantas son aromaticos o
compuestos organicos saturados, ademas de ser el solvente ideal para romper la
pared y membrana celular (Cowan, 1999), por ello, se realizé una extraccion por
soxhlet recirculando el etanol (E1) a 300 °C por 48 h, y por percolacién con etanol
(E2) al 96% v/v (1L x 200 g). Por otra parte, se realizd una extraccion por soxhlet
recirculando hexano (E3) a 300 °C durante 48 h con el fin de extraer la cera que
recubre la superficie de las hojas y finalmente, se llevd a cabo una extraccion acuosa
(E4) por decoccion, teniendo en cuenta la tradicion culinaria de someter al calor los
alimentos envueltos en hoja de bijao por medio de un bafio Maria, lo cual podria
liberar a los alimentos ciertos compuestos con propiedades conservantes.
Finalmente, se secaron los extractos de solventes organicos por medio de un
rotaevaporador (Heidolph) y el extracto acuoso se liofilizé en un equipo Lyph Lock

4.5 Labconco.

Se emplearon solventes organicos (Merck, Darmstadt, Germany) para todos los
procesos de extraccion y de fraccionamiento. Se conservaron los extractos

vegetales secos a -20 °C hasta su evaluacién bioldgica.

1.3.1 Evaluacién y dosificaciéon de la actividad antimicrobiana

1.3.1.1 Actividad antifungica

Se evalu6 la actividad antifungica sobre los hongos fitopatogenos Colletotrichum

gloesporioides (cepa del mango), Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum (aislados de la
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lima de Tahiti), identificadas por la profesora Lucia Afanador (Facultad de Ciencias
Agrarias, UNAL-med), para lo cual se empled el método de envenenamiento del medio de
cultivo (Wiegand et al., 2008). Diferentes concentraciones del extracto de S. jacquinii (500,
1000, 1500, 2000 y 2500 ppm) disueltas en Tween 80 al 0,1% se adicionaron a cajas Petri
con agar Papa Dextrosa (PDA). Las fracciones y compuestos fueron evaluadas solo sobre
la cepa de mayor actividad bioldgica (F. oxysporum) a una concentracion de 500 ppm. Se
sembraron cada una de las cepas de hongos en discos de micelio de 0,5 cm de diametro
en el centro de cajas Petri. Se incubaron los cultivos fungicos a temperatura ambiente. El
tiempo total del bioensayo dependié de cada cepa (aproximadamente 7-9 dias). Se
tomaron dos controles negativos, un control absoluto, que era el hongo en el medio de
cultivo sin extracto y otro control del Tween 80 a la concentracion usada para disolver las
muestras. Como control positivo se usé un antifungico comercial a base de extracto de
limén marca Ecoflora Agro® a una concentracion de 500 ppm. Cada ensayo se realizo por
triplicado y se midié el diametro del crecimiento micelial cada 24 horas durante 7 dias con
un Vernier digital. Se calculo el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (ICM) con

los datos obtenidos de cada hongo, segun la Ecuacién 1.

Ecuacion 1. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial (ICM)

.y (crecimiento control — crecimiento dosis) 100
= *
(crecimineto control)

1.3.1.2Actividad antibacteriana

Se evalud la actividad antibacteriana de cada uno de los extractos sobre las
bacterias Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Listeria sp.,
Bacillus cereus por medio del método de difusién en disco de (Bauer et al., 1966).
Se prepararon suspensiones a partir de cada una de las bacterias y la concentracion
se ajusté al patron 0,5 de la escala McFarland. Se inocularon cada una de las
suspensiones bacterianas, en cajas de Petri con agar Mueller-Hinton por el método
de agotamiento en superficie. Se colocaron bases de micropipetas (Figura 6-1)
sobre la superficie del medio de cultivo, se adicion6é la muestra a evaluar y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Luego se midieron los halos de inhibicién alrededor
de los discos. Inicialmente se ensayaron las muestras a una concentracién del 10%
p/v.

Figura 6-1: Ensayo antibacteriano.
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Para diluir los extractos se us6 dimetilsulféxido (DMSO, 99% v/v). Cada extracto fue
evaluado por triplicado y como control negativo se evalué el solvente (DMSO) vy

como control positivo el antibidtico gentamicina (5 mg L-1).

1.3.1.3Tratamiento estadistico de los datos

obtenidos en bioensayos
Con el fin de identificar la variacion en el porcentaje de inhibicion del crecimiento
fungico y bacteriano, entre los tratamientos y los controles se realizaron andlisis de
varianza (ANAVA) de una via. Se realizaron pruebas de Tukey con un nivel de
confianza del 95% para detectar la significancia en las diferencias con el software R
version 4.2.2. Los gréaficos fueron elaborados a partir del paquete ggplot2 del

software R.

1.3.2 Fraccionamiento biodirigido del extracto etandélico mas
promisorio
Luego de la selecciébn del extracto con mejor actividad bioldgica, se realizdé la
caracterizacion y fraccionamiento del extracto E2, biodirigido por el bioensayo donde se
presento la mejor actividad, con el fin de detectar los compuestos presentes unicamente

en las fracciones activas.

1.3.2.1Caracterizacion del extracto etandlico

Inicialmente, se someti6 el extracto etandlico E2 a cromatografia liquida de ultra-alta
resolucién acoplado a espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS) para
identificar su perfil cromatogréafico y detectar nucleos. Se usé un cromatégrafo
Vanquish Horizon Duo de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, United States),

con una columna Accucore C18 de 150 mm longitud, 2,1 mm de didmetro interno y
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2,6 ym de tamano de particula. La fase movil se constituyo de un buffer A (0,1% v/v
de acido férmico en agua) y un buffer B (0,1% v/v acido férmico en metanol),
combinandose en un gradiente del 5 - 100% de buffer B durante 18 minutos. Para la
deteccién de los compuestos se utilizd la ionizacion por electropulverizacion
calentada (HESI), en modo de ion positivo, con los dos analizadores de masas, MS1
para el ion molecular y MS2 para los fragmentos, en un espectrometro de masas Q
Exactive hybrid quadrople-orbitrap de Thermo Fisher Scientific (Sedio et al., 2021).
Los cromatogramas obtenidos fueron tratados en OpenChrom y en Mzmine version
2.53 y luego analizados con el software AMDIS y con la base de datos espectral de
masas NIST y GNPS.

1.3.2.2Fraccionamiento y caracterizacion
fitoquimica de las fracciones mas
activas
Se sometid el extracto a un fraccionamiento liquido y se obtuvieron tres fracciones
de polaridad creciente ( Figura 7-1). Se llevo el extracto etandlico al embudo de
separacion con hexano y agua destilada a una proporcion de 9:1, luego de reposar
se separaron las dos fases, una soluble en hexano (F1) y una fraccién soluble en
etanol-agua. Esta ultima se pasé nuevamente por el embudo de separacion, se
agrego diclorometano y agua destilada a una fraccién de 1:1 hasta obtener dos
fases, una soluble en diclorometano (F2) y otra etandlico-acuosa (F3). Se
evaporaron los solventes en su totalidad y cada una de las fracciones fueron

evaluadas en el bioensayo antimicrobiano mas promisorio.
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Figura 7-1: Fraccionamiento liquido de E2.

Extracto Crudo
(Etanol)

Hexano + agua
Solucién:

Etanol acuoso:
Hexano

Solucién: Fraccién 1:
Etanol acuoso Soluble en

Hexano

Diclorometano
+agua

Solucién:
Etanol acuoso-
diclorometano

Fraccién 2:
Soluble en
Diclorometano

Fraccién 3:
Etanol-acuoso

Luego del bioensayo, se selecciond la fraccion con mejor actividad bioldgica y se
fracciond por cromatografia de columna usando Silica gel 60, eluida con solventes
organicos a gradiente (Figura 8-1). En la Tabla 3-1 esta consignado el gradiente de
solventes. Las fracciones obtenidas fueron monitoreadas por medio de
cromatografia en capa fina y se realizd la evaluacion biologica por medio del

bioensayo de bioautografia directa (Dewanjee et al., 2015).

Figura 8-1: Cromatografia en columna a gradiente.




30  Aprovechamiento de las propiedades conservantes de las hojas de Stromanthe
Jacquinii (Marantaceae) para la elaboracién de recipientes biodegradables

Tabla 3-1: Gradiente de solventes empleados en la cromatografia de columna.

Solventes Proporcién
Eter de Petréleo — CHCI, 100:0
Eter de Petrdleo — CHZCI2 50:50
Eter de Petréleo — CHZCI2 40:60
Eter de Petrdleo — CHZCI2 20:80
CH2C|2 — C4Hs0O2 100:0
CHZCI2 — C4HsO2 50:50
CHZCI2 — C4HgO2 40:60
CHzCI2 — C4HgO2 20:80
C4HgO>— CH3OH 100:0
C4HgO2>— CH30OH 50:50
C4HgO2>— CH30OH 40:60
C4HgO2>— CH30OH 20:80

Luego de la evaluacién bioldgica de las fracciones obtenidas por Silica gel, usando
el método de bioautografia, se sometieron las fracciones mas promisorias a
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para la
deteccién de los nucleos mayoritarios. Para ello, se usé un cromatodgrafo de gases
Agilent 6890 acoplado a un espectrometro de masas (5973), con una columna
capilar ZB-35 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Se inyectaron 3.0 uL para cada muestra
y se uso helio como fase movil a un flujo de 1.2 mL min' (velocidad lineal 36 cm/s).
Se hizo la inyeccion a modo splitless con una temperatura del inyector de 250 °C.
La temperatura inicial de la columna fue de 100 °C durante 1 min y se incremento
en 340 °C con un tiempo de corrida total de 60 min. Se fijo la temperatura del detector
en 350°C para adquirir los datos de masas. Se hizo el barrido en modo SCAN con
un retardo de solvente de 6 min y un intervalo de masas entre 30 y 800 unidades de
masa atémica (UMA). Se analizaron los cromatogramas con el software AMDIS y

la base de datos espectral de masas NIST y GNPS.

1.3.2.3Caracterizacién fitoquimica de la
fraccion con mayor potencial
antimicrobiano

= Deteccion y cuantificaciéon de compuestos por HPLC
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Luego del fraccionamiento por Silica gel, la fraccién con mayor actividad antimicrobiana,
detectada inicialmente por bioautografia y confirmada por el método de agar envenenado
a 500 ppm, se sometié a cromatografia de alta resolucién (HPLC). La fraccién se comparé
con patrones de compuestos detectados en la caracterizacion realizada por GC-MS, para
de esta manera confirmar y cuantificar la presencia de dichos compuestos. Se utilizdé un
cromatografo liquido (Shimadzu, Kyoto, Japén), equipado con un autoinyector/HT SIL -
20A, un médulo de comunicacién CBM-20A y un detector de arreglo de diodos (PDA) SPD-
M20A ajustado a las longitudes de onda, descritas a continuacion. La cuantificacion se
realizé en una columna LiChrospher (Merck, Darmstadt, Alemania) 100 RP-18 (5 ym) 250
mm % 4 cm. La fraccion se disolvié en etanol, se filtré a través de un tamano de poro de
0,45 um y se realizaron diluciones en etanol grado HPLC antes de la inyeccion al

cromatografo.

Se determind el contenido de acido clorogénico segun el protocolo propuesto por
Rodrigues y Bragagnolo (2013), con algunas modificaciones. El detector de arreglo de
diodos fue ajustado a 320 nm. En la Tabla 4-1 esta consignado como se programo la fase

movil.

Tabla 4-1: Gradiente de la fase movil.

Tiempo (min) %Conc B
0.00 15
5.00 30

20.00 30
24.00 15
35.00 15

B: Metanol grado HPLC

La fase movil consistio en A: agua acidulada con acido férmico al 0,1% y B: Metanol grado
HPLC. El flujo se mantuvo en 1 mL/ min y el volumen de inyeccion fue de 20 pL. La
identificacion se realizé por comparacion de los tiempos de retencion de un estandar puro

que fue de 4,71 min.

El contenido de acido rosmarinico y acido carndsico se determind segun el protocolo
modificado de Martinez et al. ( 2013). El detector fue ajustado a 265 nm. La fase movil se
programé como un gradiente lineal desde 95% A (agua 840 mL, 150 mL de acetonitrilo y

8,5 mL de acido acético) y 5% B (metanol) hasta 100% B en 40 minutos con un flujo de 0,8
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mL/ min y un volumen de inyeccién de 20 uL. La identificacion se realizé por comparacién

de los tiempos de retencion de un estandar puro que fue de 24,12 min.

Luego de la cuantificacién por HPLC, el acido clorogénico puro (Sigma-Aldrich) fue
evaluado por medio de la técnica del agar envenenado descrita anteriormente, a 500 ppm

con el fin de evaluar su influencia en la actividad biolégica de la fraccion.

= Experimentos de RMN Resonancia magnética nuclear del compuesto
precipitado del compuesto precipitado (F2-10p)

Se aislé un compuesto de la fraccion mas activa por precipitacién (F2-10p), para el cual se

corrieron experimentos 1H, 13C y DEPT135 en cloroformo y metanol deuterado utilizando

el software del fabricante. Se us6 un espectrometro Bruker Avance DPX-300 MHz. Los

desplazamientos quimicos en los espectros fueron registrados en partes por millén (ppm)

sobre la escala §, y las constantes de acoplamiento (J) se expresaron en Hz.

1.4 Resultados

1.4.1 Extraccién y fraccionamiento biodirigido de S. jacquinii

De los 4 extractos resultantes (E1, E2, E3 y E4), E2 fue el que presentdé mejor
actividad biolégica, Por lo que se siguié con el fraccionamiento biodirigido como se
ilustra en la (Figura 9-1). Las fracciones mas promisorias en los bioensayos fueron
fraccionadas subsecuentemente y caracterizadas por los métodos descritos en la

metodologia.



Figura 9-1: Extraccion y fraccionamiento biodirigido de S. jacquinii.
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1.4.2 Actividad biolégica

1.4.2.1Actividad antifungica

En la Tabla 5-1, se puede ver que el extracto etandlico E2 fue el Unico que presenté
actividad antifungica. En particular, hubo diferencia significativa en el radio de crecimiento
de F. oxysporum y C. gloeosporioides, tratados con el extracto E2 comparados con el
control. Ademas, E2 presentd mayor porcentaje de ICM para B. cinerea comparado con

los otros hongos evaluados.

Tabla 5-1: Inhibicién del crecimiento micelial y radio de crecimiento de F. oxysporum, C.

gloeosporioides., B. cinerea sobre extractos obtenidos de S. jacquinii a 4000 ppm.

L . Colletotrichum
Botrytis cinerea Fusarium oxysporum s
gloeosporioides
Extracto ICM Radio de ICM Radio de ICM Radio de
(%) crecimiento (%) crecimiento (%) crecimiento
(mm) (mm) (mm)
E1 - - - - - -
E2 13,9+15,2 35,7 +6,3% 9,2+1,3 36,7 £0,5° 9,2+3,6 31,8+1,2°
E3 - - - - - -
E4 - - - - - -
Control - 41,5+ 1,0° - 40,4 £1,2° - 35,0 £ 0,4°
negativo

“-“: no hubo actividad antifingica. Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencia significativa.

En la Tabla 6-1 estan consignados los resultados de la evaluacion antifungica de las
fracciones obtenidas del fraccionamiento liquido de E2. Se puede observar que las cepas
de hongos tratadas con la fraccién F2 tuvieron un radio de crecimiento significativamente
menor comparados con el control. La fraccion F2 presentdé un mayor porcentaje de ICM
para F. oxysporum. Es de resaltar que los porcentajes de inhibicion F2 fueron mayores que

los de E2 para todos los hongos evaluados.
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Tabla 6-1: Inhibicion del crecimiento micelial y radio de crecimiento de F. oxysporum, C.
gloeosporioides., B. cinerea sobre fracciones obtenidas del extracto E2 de S. jacquinii a
4000 ppm

Fraccion , Colletotrichum L
Fusarium oxysporum . . Botrytis cinerea
gloeosporioides
ICM Radio de ICM Radio de ICM Radio de
(%) crecimiento (%) crecimiento (%) crecimiento
(mm) (mm) (mm)
F1 - - - - - -
F2 32,1+0,2 27,5+0,1° 305+3,3 24,3+1,2° 299423 291+1,0°
F3 - - - - - -
Control - 40,4 +1,2° - 35,0+ 0,4° - 41,5 +1,0°
negativo

"- “ no hubo actividad antifungica. Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencia
significativa.

En la Tabla 7-1 se presentan los resultados de la actividad bioldgica de F2 a
concentraciones entre 500 y 2500 ppm. Es evidente que la fraccién F2 presenté un mejor
potencial antifungico frente F. oxysporum comparado con los otros hongos evaluados. En

la Figura 10-1 se presenta la actividad antifungica de F2 frente a F. oxysporum.

Tabla 7-1: Inhibicion del crecimiento micelial de la fraccion soluble en diclorometano (F2)

obtenida de S. jacquinii a diferentes concentraciones.

Concentracion ICM (%)

(ppm) , Colletotrichum .

Fusarium oxysporum . . Botrytis cinerea
gloeosporioides

500 49 + 1,2¢ 91 + 55° 33 + 14°
1000 11,3 =+ 0,1°¢ 44 + 0,5° 43 + 2,0°
1500 136 =+ 2,3° 58 + 1,8° 50 + 0,5°
2000 19,0 + 1,1° 89 + 14° 76 + 8)5°
2500 27,6 0,06 114 + 0,72 75 + 29°

Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencia significativa.
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Figura 10-1: Actividad antifungica de F2 frente a F. oxysporum.
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1.4.2.2Actividad antibacteriana

En la Tabla 8-1 estan reportados los resultados del extracto etandlico frente a las bacterias
del estudio. Se observa que el extracto etandlico E2 presentd inhibicion frente a Salmonella
sp. y S. aureus, en cambio E1 solo fue activa sobre Salmonella sp. Los extractos hexanico
E3 y acuoso E4 no presentaron efecto en ninguna de las bacterias evaluadas. En la
evaluacion frente a Salmonella sp, no hubo diferencia significativa entre los extractos

etandlicos obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

Tabla 8-1: Actividad antibacteriana de extractos S. jacquinii al 10% p/v frente a bacterias.

Halo de inhibicion (mm)

Extracto Salmonella Staphylococcus Listeria Bacillus Escherichia
sp. aureus monocytogenes cereus coli
E1 96 + 1,5° - - - -
E2 81 + 1,0° 7,7 £ 1,08 - - -
E3 - - - - -
E4 - - - - -
Control 246 + 1,3 220 + 0,9° N.A N.A N.A
positivo

”- “no hubo actividad antifungica. “N.A”: No aplica. Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencia

significativa
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En el caso de las bacterias, los resultados de inhibicion para las fracciones F1, F2 y F3
estan consignados en la Tabla 9-1. Se puede notar que la fraccién F2 fue la que presentd
mejor potencial antibacteriano. Por otra parte, las fracciones derivadas F1 y F3, no

presentaron actividad en las bacterias en ninguna de las bacterias evaluadas.

Tabla 9-1: Actividad antibacteriana de fracciones de E2 obtenidas de S. jacquinii al 10%

p/v frente a bacterias.

Halo de inhibicion (mm)

Extracto Salmonella S. L. B. E.
sp. aureus monocytogenes cereus coli
F1 ; - - - -
F2 17,7 + 2,9° 16,0 + 4,92 88 + 6,8 - -
F3
Control 246 + 1,32 220 + 0,9° 222 + 1,82 N.A N.A
positivo

- “: no hubo actividad antifungica. “N.A”: No aplica. Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencia

significativa

Luego, F2 fue evaluada a diferentes concentraciones y los resultados se pueden apreciar

en la Figura 11-1.

Figura 11-1: Actividad antibacteriana de la fraccion F2 frente a A) S. aureus B) L.

monocytogenes.
A a B a
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Para el caso de L. monocytogenes, el maximo halo de inhibicion fue de 18,1 mm a una
concentracion de 40 %p/v. Los halos de inhibicion de la fraccion F2 (a diferentes
concentraciones) sobre S. aureus y L. monocytogenes no fueron mayores en comparacion
con los del control positivo (gentamicina). En el caso de Salmonella sp. los resultados

iniciales no fueron reproducibles.

1.4.3 Caracterizacion fitoquimica del extracto etandlico E2 y
las fracciones derivadas
Debido a que el extracto etandlico E2 presentd un mayor potencial antimicrobiano en
comparacion con los demas extractos (E1, E3 y E4), se realiz6 su caracterizacion quimica
preliminar. En la Tabla 10-1 se proponen los compuestos mayoritarios detectados
mediante UHPLC-MS/MS.

Tabla 10-1: Compuestos propuestos para el extracto etandlico detectados mediante
UHPLC-MS/MS.

Compuesto Fragmento principal (m/z) Tiempo de retencion

Orientina

OH OH

447 (999) 17.23
Acido vanilico

O\ OH

165(217), 167(999) 21.28
~o
OH
Kaempferol
287(999)

14.33
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Adicionalmente, por medio de las comparaciones de los espectros de masa y las bases de
datos sugieren la presencia de flavonoides (Biflavonoides, flavona, flavonol, catequina y
Flavona C glicosido), alcaloides, acidos hidroxicinamicos, acidos grasos, cumarinas,
terpenos (Monoterpenos, diterpenos y triterpenos), esteroides, taninos y compuestos

fenolicos.

Luego del fraccionamiento inicial por columna cromatografica de la fracciéon F2, se
obtuvieron 13 fracciones finales de polaridad creciente (rotuladas como F2-1 a F2-13,
como se observa en la Figura 9-1). Estas fracciones fueron evaluadas frente a F.
oxysporum por bioautografia directa, debido a que la fraccibn F2 presentd mayor
porcentaje de inhibicion frente a esta cepa en comparacién con los otros hongos evaluados
(Tabla 7-1).

Las fracciones F2-9, F2-10 y F2-11 mostraron mayor inhibicién del crecimiento micelial.
Adicionalmente, cada una de las fracciones presentaron precipitados F2-9,, F2-10, y F2-
11, respectivamente, los cuales se evaluaron como se muestra en la Figura 12-1. De tal

manera, se observo afectacion del crecimiento del micelio con F2-9, y F2-10,.

Figura 12-1: Ensayo de bioautografia directa sobre F. oxysporum, para las fracciones
derivadas de F2: F2-9, F2-10 y F2-11 y sus respectivos precipitados (F2-9,, F2-10, y F2-
11p).
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Se confirmd la actividad microbiana de las fracciones F2-9, F2-10 y F2-11 y sus respectivos
precipitados por medio del método de agar envenenado a 500 ppm. En la Figura 13-1 se
puede observar que la fraccién con mayor potencial antifungico frente a F. oxysporum fue
la fraccién F2-10, con un porcentaje de ICM del 50,6 %. Por su parte, la inhibicion del
precipitado F2-10p fue significativamente menor con respecto a F2-10. Ademas, no hubo

diferencia significativa entre la fraccion F2-9 y su precipitado F2-9p.

Figura 13-1: Inhibicién del crecimiento micelial de F. oxysporum de diferentes fracciones

derivadas de F2 y sus precipitados respectivos obtenidos de S. jacquinii a 500 ppm.

&0

be b

F2-10 F2-10p F2-9 F2-9p F2-11

1.4.4 Caracterizacion fitoquimica de la fraccién mas activa:
F2-10
Debido a que a la fraccion F2-10 presentd el mejor potencial antifungico frente a F.
oxysporum se realiz6 su caracterizacion quimica preliminar por medio GC-MS, se detect6
acido clorogénico con un tiempo de retencion de 46.77 minutos bajo las condiciones
descritas en la metodologia. (Figura 14-1). Adicionalmente, las comparaciones de los
espectros de masa y las bases de datos sugieren la presencia de flavonoides y otros

compuestos fendlicos por sus patrones de fragmentacion.
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Figura 14-1: Espectro de masa del acido clorogénico.

100+ 143

50+ Acido clorogénico
75

157

129

41

‘ 94 111 353

‘ 368
1

171185
T L | | I T | T l - T 22|2 T 250 T T 3'23| T
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Para corroborar y cuantificar la presencia de acido clorogénico en la fraccién F2-10, se us6
el patrén de dicho compuesto por medio de HPLC comparativo. Ademas, debido a que la
caracterizacion por medio de GC-MS reveld la presencia de otros compuestos fendlicos,
los cuales por sus espectros de masas se caracterizaron presuntivamente como acido
carnésico y acido rosmarinico, se siguio el mismo método por HPLC. Como se observa en
la Figura 15-1 y Figura 16-1, efectivamente se encontr6 la presencia de acido clorogénico
(88 mg / 100g de la fraccién F2-10), acido rosmarinico (53,27 mg/ 100g de F2-10) y acido
carnésico (22,21 mg/ 100g de F2-10).

En la evaluacion biologica del acido clorogénico puro sobre la cepa de F. oxysporum, se
evidencié una inhibicién del crecimiento radial del 47,42% a 500 ppm, confirmando que
este es uno de los compuestos responsables por la actividad biolégica de la fraccion F2-
10.

Por parte de los experimentos de RMN para el compuesto precipitado F2-10p, los
resultados no fueron concluyentes debido a la turbidez de la muestra, evidenciando poca
solubilidad en cloroformo y metanol deuterado. El nucleo de este precipitado se atribuye a

un compuesto fendlico tentativamente.
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Figura 16-1: Deteccion y cuantificacion de acido carndsico y acido rosmarinico en F2-10 por medio de HPLC.
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1.5 Discusion

Las hojas de S. jacquinii presentan actividad antimicrobiana frente a ciertas bacterias,
siendo estas, Salmonella sp., S. aureus y L. monocytogenes, asociadas con intoxicaciones
alimentarias y algunos hongos fitopatégenos, F. oxysporum, B. cinerea y C.
gloeosporioides, como se pudo corroborar en este trabajo (Figura 10-1, Figura 11-1y Tabla
5-1 a Tabla 9-1) lo cual podria validar las propiedades conservantes que se le atribuyen a
sus hojas a nivel tradicional. Este resultado concuerda con otros reportes realizados sobre
varias especies del orden Zingiberales que se emplean para envolver alimentos (Tabla 11-
1), algunas de las cuales tienen reportada actividad antimicrobiana. Se destacan las
especies de la familia Marantaceae, usadas por comunidades africanas tales como:
Thaumatococcus daniellii(Klutse et al., 2021) y Marantochloa cuspidata (Igboasoiyi; C. A.
et al., 2015) que presentan bioactividad frente a varias cepas bacterianas. En particular, el
extracto etandlico de las hojas de T. daniellii mostré actividad frente S. aureus ATCC 29213
y el extracto etandlico y hexanico fue efectivo sobre F. oxysporum (UKwubile et al., 2017)
. Por su parte, el extracto etandlico de las hojas de M. cuspidata manifestd potencial
antibacteriano frente a S. aureus, E. coli y Salmonella typhi (Igboasoiyi; C. A. et al., 2015).
Adicionalmente, las hojas de Phrynium pubinerve que son usadas por grupos étnicos en
el suroeste de China, presentan actividad antibacteriana frente a E. coli (Li et al., 2015b)

Cabe resaltar que la mayoria de las especies registradas en la Tabla 11-1 son de origen
asiatico o africano, salvo Canna indica la cual es nativa de América del sur, por
consiguiente, hasta la fecha los resultados de este trabajo son el segundo reporte positivo
de actividad antimicrobiana sobre una especie originaria de América, del orden

Zingiberales y que ademas es usada para envolver alimentos.



Tabla 11-1: Actividad antimicrobiana de especies del orden Zingiberales usadas como empaque de alimentos.

Especie

Thaumatococcus
daniellii

Marantochloa
cuspidata

Phrynium pubinerve

Canna indica

Musa acuminata

Musa paradisiaca

Musa sapientum

Ravenala
madagascariensis

Familia

Marantaceae

Marantaceae

Marantaceae

Cannaceae

Musaceae

Musaceae

Strelitziaceae

Usos de las hojas

Empacar alimentos no procesados como carne, nueces de cola;
semielaborados, por ejemplo, algarrobas fermentadas y procesadas;
alimentos cocidos como arroz, frijoles, harina de maiz y iame cocidos
en el Suroeste de Nigeria principalmente, aunque también en partes
de los Estados Unidos y América del Sur (A. B. Ojekale et al., 2010a)
Envolver alimentos como la nuez de cola, el moin-moin (alimento de
maiz), cangrejos de rio, fiame machacado en las comunidades
africanas (Udo et al., 2020).

Empacar arroz glutinoso para hacer Zongzi (arroz con leche
tradicional chino) en el sur de China. Empacar verduras y carnes en
el mercado y comidas tradicionales en China como el Baoshao, el cual
contiene carne con varias especias (Li et al., 2015b).

Envoltura de comidas tipicas de Cajamarca, Peru.
Envolver queso en Ecuador (Albuja Landi et al., 2020) y tamales en
Colombia (Diaz Piedrahita, 2012).

Empaque para la conservacién de alimentos en Benin (Zannou et al.,
2016).

En Colombia se usa para envolver carne, hortalizas, frutas, pescado,
platano y comidas tipicas como: bollo de maiz molido, chicha de ojo y
tamales. En el Valle del Cauca, por ejemplo, se usan para envolver
las masas de maiz o de banano y las hojas secas se usan para
envolver la panela o pastillas de chocolate. En el Choc6 los indigenas
las usan para recubrir recipientes en los que se almacena el maiz
(Diaz Piedrahita, 2012).

Material de empaque (Onifade et al., 2016)

Actividad antimicrobiana

S. aureus, F. oxysporum y
Salmonella sp. (Ukwubile,

2017)

S. aureus, F. oxysporum y

Salmonella sp.
(Igboasoiyi; C. A. etal.,
2015).

E. coli (Li et al., 2015b).

S. aureus, E. coli y
Salmonella sp. (Ramirez

Valiente & Salazar Miguel,

2022).

S. aureus y E. coli
(Zannou et al., 2016)

S. aureus y E. coli
(Karuppiah & Mustaffa,
2013).

Bacillus sp.y E. coli

(Nandaniya, Shah, Rajput,

Dhru, et al., 2019).



Los extractos etandlicos E1 y E2 obtenidos en este trabajo bajos diferentes técnicas
extraccion (Figura 9-1) presentaron diferencias en la inhibicién del crecimiento de los
microrganismos. El extracto obtenido mediante percolacion E2 tuvo mayor potencial
antimicrobiano comparado con el extracto obtenido mediante el método Soxhlet E2, debido
a que E2 present6 actividad sobre todos los hongos evaluados (Tabla 5-1) y frente a las
bacterias S. aureus y Salmonella sp. (Tabla 8-1), en tanto que E1 solo presentd potencial
antibacteriano sobre Salmonella sp. En concordancia, en un estudio realizado sobre la
planta Hamelia patens (Rubiaceae), se encontré que el extracto etandlico obtenido por
percolacion (E2) presentd una menor concentracion minima bactericida frente a E. coli y
S. aureus comparado con el obtenido por Soxhlet (E1), lo que significa un mayor potencial
antimicrobiano del extracto obtenido por percolacién(Paz et al., 2018). Siendo ambos
extractos preparados con etanol, los cambios en la actividad biolégica entre E1 y E2
podrian explicarse en relacion con la temperatura. Aun cuando la temperatura empleada
en el método Soxhlet puede aumentar la tasa de extraccion debido a que favorece la
solubilidad, las altas temperaturas empleadas en esta técnica de extraccion pueden afectar

la estabilidad de los componentes biolégicamente activos (Che Sulaiman et al., 2017).

Luego de identificar la forma éptima de extraccion de las hojas de S. jacquinii, que se vio
reflejado en los resultados positivos de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico
E2, se pudo observar que dicha actividad concuerda con la obtenida para otras especies
de la misma familia, como es el caso del extracto etandlico de Marantochloa cuspidata,
que a una concentracién de 25 mg/mL present6 un halo de inhibicién frente a S. aureus'y
Salmonella typhi de 1,2 mm para ambas bacterias (Igboasoiyi et al., 2015), lo cual
corresponde a una zona de inhibicibn menor comparada con la obtenida con E2 (Tabla 8-
1), posiblemente por la concentracion empleada (100 mg/mL). En otra especie, T. daniellii,
también hubo actividad antibacteriana, sin embargo, a una concentracion del extracto de
10 mg/mL para S. aureus y 20 mg/ mL para Salmonella typhi, se obtuvo la concentracion
minima bactericida (Ukwubile, 2017). Probablemente esta diferencia es consecuencia, en
primer lugar, de la especie lo cual presentaria variacion quimica y en segundo, de la
metodologia empleada, en el manejo del material vegetal, debido a que se usaron las hojas
de T. daniellii en polvo, las cuales son mas pequefias y homogéneas en comparacion con
las muestras molidas usadas en el presente trabajo. Lo anterior permite una extraccion
mas eficiente debido a que hay un mejor contacto superficial con los solventes de

extraccion (Azwanida, 2015).
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Adicionalmente, asi como S. jacquinii, se han reportado otras especies de Marantaceae
con potencial antifungico frente a F. oxysporum. Es el caso del extracto etandlico de las
hojas T. daniellli a 100 mg/mL, inhibié completamente el crecimiento del hongo (O.
Adeogun et al., 2016b), mientras que con E2 se obtuvo una inhibicion del 9,2 % a esa
misma concentracion. Un factor que pudo incidir en la diferencia del porcentaje inhibicién
radica en que, para la extraccion, se dejaron las hojas de T. daniellli en agitacion con el
etanol durante 72 horas, mientras que las de S. jacquinii se dejaron 24 horas en reposo.
La eficiencia de la percolacién aumenta con la agitacion, al aumentar la difusién y la
homogeneizacién del solvente en toda la muestra (Rasul, 2018). Otra de las especies
reportadas por su actividad antifungica sobre F. oxysporum fue Megaphrynium
macrostachyum, con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 50 mg/mL (O. O.
Adeogun et al., 2017). Es relevante que en las especies de la familia Marantaceae
mencionadas anteriormente (M. cuspidata, T. daniellii y M. macrostachyum), con actividad
antimicrobiana se ha documentado tipos de compuestos que también estan presentes en
S. jacquinii, dentro del grupo de los alcaloides, taninos y flavonoides, salvo en M. cuspidata
que no se han reportado flavonoides (Tabla 2-1). Adicionalmente miembros de otras
familias del orden Zingiberales, presentaron halos de inhibicion frente a las mismas
bacterias: Zingiber officinale (12,6 mm a 100 mg/mL), Musa paradisiaca (18 mm a 100
mg/mL) y Hellenia speciosa (33 mm a 20 mg/mL) inhibieron al crecimiento de S. aureusy
Z. officinale inhibié a Salmonella typhi (11 mm a 100 mg/mL) (Gideon et al., 2016; Gull et
al., 2012; Ramya, 2022; Shaikh et al., 2022; Singh et al., 2016), en comparacién con S.
Jacquinii que presento halos de inhibicion de 7,7 mm y 8,1 mm para S. aureus y Salmonella
sp. respectivamente, a una concentracion de 100 mg/mL. Cabe anotar que, en las especies
mencionadas, del orden Zingiberales, durante la extraccibn se emple6 agitacidon

ocasionalmente, lo cual pudo mejorar la eficiencia.

En cuanto a la actividad antimicrobiana del extracto etandlico E2, se sugiere que la
presencia de acidos fendlicos como el acido vanilico y de flavonoides tales como
kaempferol y orientina, detectados por UHPLC-MS/MS, inciden en su actividad (Tabla 10-
1). Estos tres compuestos se propusieron basados en los espectros de masas con un
fuerte pico molecular que corresponde en los tres espectros a los iones moleculares
desprotonados [M-H] con m/z de 447, 167 y 287 para orientina, acido vanilico y
kaempferol, respectivamente. Adicionalmente, la identificacion de acido vanilico,

kaempferol y orientina en el extracto E2, fue soportado por reportes de estos compuestos
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en el género Stromanthe y en otros miembros del orden Zingiberales. De tal forma en
Stromanthe amabilis se encontro el acido vanilico y en Stromanthe sanguinea la orientina
respectivamente (Williams & Harborne, 1977). En mayor rango taxonémico, se report6 el
acido vanilico y el kaempferol en todas las familias del orden Zingiberales, mientras que
orientina parece estar restringida solo a la familia Marantaceae (Figura 17-1). Por otra
parte, un estudio sobre los flavonoides presentes en las hojas de 81 especies de
Zingiberales mostré que la familia Marantaceae es una de las mas ricas en estos

constituyentes (Williams & Harborne, 1977).

Figura 17-1: Numero de especies en cada familia del orden Zingiberales en las que se ha

reportado presencia de acido vanilico, kaempferol y orientina.
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m Acido vanilico  ® Kaempferol  H Orientina

Fuente: (Alonso-Castro et al., 2016; BATE-SMITH, 1968; Lorencone et al., 2021; Merh et al., 1986; Williams & Harborne,
1977).
Elaboracion propia.

A su vez en la investigacion publicada por Merh y colaboradores, en la cual se enfocaron
en compuestos fendlicos presentes en las hojas de 39 especies del orden Zingiberales, se
encontré que, de los diferentes acidos fendlicos identificados, el acido vanilico era el que
estaba presente en la mayor cantidad de especies estudiadas. Destacando, ademas que
este acido fendlico fue identificado en todas las plantas contempladas de la familia
Marantaceae (7 especies) (Merh et al., 1986). Ademas, es razonable la presencia del acido
vanilico en S. jacquinii debido a que dentro del orden Zingiberales, la familia Marantaceae
corresponde a una de las familias con mayor cantidad de &cidos fendlicos como se puede
observar en la Figura 18-2. Se han detectado 11 tipos de acidos fendlicos en la familia

Marantaceae. Ademas, en la familia Cannaceae se han detectado 10 acidos fendlicos, lo
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cual es importante debido a que las familias Marantaceae y Cannaceae se consideran

estrechamente relacionadas (Abdullah et al., 2008).

Figura 18-2: Numero de acidos fendlicos en cada familia del orden Zingiberales.
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Los acidos fendlicos considerados fueron: acido vanilico, acido cafeico, acido clorogénico, acido protocatecuico, acido
siringico, acido ferulico, acido gentisico, acido sinapico, acido p-cumarico, acido p-Hidroxibenzoicos, acido rosmarinico.
Fuente: (Abdullah et al., 2008; Alonso-Castro et al., 2016; BATE-SMITH, 1968; Lorengone et al., 2021; Merh et al., 1986;
Rob et al., 2020; Simmonds et al., 2019).

Elaboracion propia.

De acuerdo con el argumento planteado en cuanto a la incidencia de kaempferol, la
orientina y el acido vanilico en la actividad de el extracto E2, se encontraron reportes de
actividad antimicrobiana de estos compuestos sobre algunas de las cepas para las cuales
el extracto etandlico fue activo. Por ejemplo, se ha reportado que el acido vanilico presenta
actividad frente a S. aureus, Salmonella enterica serovar Typhimurium (ST), L.
monocytogenes 'y C. gloeosporioides, la orientina frente a S. aureus como se reporta en la
Tabla 1-1. Ademas, el kaempferol presentd actividad antimicrobiana frente a S. aureus (M.
Calderon-Montano et al., 2011), S. typhimurium (LianTao et al., 2017), F. oxysporum
(Zhong et al., 2022), L. monocytogenes (Vallejo et al., 2021), C. gloeosporioides(Jiang et

al., 2021). En general, la presencia de fenoles se considera potencialmente toxica para el
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crecimiento y el desarrollo de microrganismos patdgenos (Daud et al., 2011; Albuquerque
et al., 2021).

En la Figura 19-1 se puede observar que los alcaloides, acidos hidroxicinamicos, acidos
grasos, terpenos, esteroides, quinonas, flavonoides, taninos y compuestos fendlicos han
sido estudiados en la familia Marantaceae y fueron detectados en S. jacquinii. Los
flavonoides estan distribuidos en casi toda la familia, a excepcién de algunos géneros y
otros compuestos fendlicos estan representados en la mitad de los géneros presentados.
Es importante considerar que en Stromanthe solo se han detectado flavonoides, terpenos
y compuestos fendlicos. Es importante resaltar que solo se han estudiado 3 especies de

las 24 en total del género Stromanthe.

Figura 19-1: Numero de especies de algunos géneros de la familia Marantaceae que
presentan los mismos compuestos que S. jacquinii.
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Los numeros dentro de paréntesis indican el nimero de especies. AA: Alguna especie del género fue reportada con
actividad antimicrobiana.

Fuente:(A et al., 2022; Abdullah et al., 2008; O. Adeogun et al., 2016b; O. O. Adeogun et al., 2017; Adesegun O Onanuga &
Ganiyat K Oloyede, 2022; Badiuzaman et al., 2022; BATE-SMITH, 1968; bin Rahmani et al., 1985; Bolade et al., 2021; da
Silva et al., 2000; de Farias Silva et al., 2021; Gideon et al., 2016; Gutierrez-Lugo et al., 2005; Hafiz Ibrahim & Amalina Mohd
Zain, 2017; Hamid et al., 2017; Igboasoiyi et al., 2015; Lagnika et al., 2008; Lorengone et al., 2021; Mohd Daud, 2012;
Nandaniya, Shah, Rajput, Shukla, et al., 2019; Nurain et al., 2013; Rahman et al., 2014; Ramya, 2022; Rob et al., 2020;
Shaikh et al., 2022; Simmonds et al., 2019; Singh et al., 2016; Solomon & Jacob, 2021; UKwubile et al., 2017; Williams &
Harborne, 1977).

Elaboracion propia
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Es pertinente resaltar que hay poca informacién acerca de las propiedades antimicrobianas
de las hojas de las plantas que pertenecen a la familia Marantaceae, solo existe

informacion acerca de 5 especies de las 396 plantas que pertenecen a esta familia.

En la Tabla 12-1 esta reportada la actividad antimicrobiana de los nucleos que se
propusieron para el extracto etandlico. Se tuvieron en cuenta los microorganismos en los
que se detecto actividad bioldgica por parte del extracto etandlico (E2). Todos los tipos de
compuestos presentan alguna actividad antimicrobiana asociada, resaltando las flavonas,
compuestos fendlicos, cumarinas, alcaloides, acidos grasos, taninos y monoterpenos, con

actividad biolégica frente a todos los microorganismos contemplados.

Por otra parte, los extractos E3 y E4 no presentaron ninguna actividad biolégica sobre los
microrganismos evaluados (Tabla 5-1 y Tabla 8-1). Estos resultados son similares a los
obtenidos para Thaumatococcus daniellii (Marantaceae), que revelan que los extractos
hexanico y acuoso no presenta actividad frente F. oxysporum como si lo exhibe el extracto
etandlico (O. Adeogun et al., 2016a). Asimismo, se reporta que el extracto acuoso no
presenta actividad frente a las bacterias Salmonella Typhimurium, E. coli, S. aureus 'y B.
cereus (A. B. Ojekale et al., 2010b). Cabe sefalar que, para la especie, también conocida
como bijao: Calathea lutea, se reportd que su extracto acuoso no mostré halo de inhibicién
frente S. aureusy E. coli (Apaguefio Arévalo & Tamani Guerra, 2020). Lo anterior, se podria
relacionar a que generalmente los componentes mas activos no son solubles en agua

(Cowan, 1999), considerando la escasa actividad observada del extracto acuoso.

De las fracciones obtenidas de la extraccion liquido- liquido, aquella de polaridad media
F2 fue la que presenté mejor potencial antimicrobiano, en concreto hubo inhibicion frente
al crecimiento de las bacterias Salmonella sp., S. aureus y L. monocytogenes ( Tabla 9-1)
y frente a todos los hongos evaluados (Tabla 6-1). Este resultado es similar al obtenido
sobre el extracto de diclorometano de las hojas de la planta Donax grandis (Marantaceae),
con actividad frente S. aureus (Mohd Daud, 2012).



Tabla 12-1: Actividad antimicrobiana de los compuestos propuestos para el extracto etandlico de S. jacquinii.

Compuesto

Biflavonoides

Flavonas

Flavonoles

Catequinas
Flavonas-C-glicésido

Otros flavonoides
Acidos
hidroxicinamicos
Acidos
dihidroxibenzoicos

Compuestos
fendlicos

Staphylococcus
aureus
Salmonella spp.
Colletotrichum
gloeosporioides
Botrytis cinerea
Fusarium
oxysporum

<
<

Referencia

(Moawad et al., 2010; Pistelli & Giorgi, 2012; Tingting et al.,
2022)

(Almada-Ruiz et al., 2003; Cotoras et al., 2001; Cushnie &
Lamb, 2005b; H. Dong et al., 2022; Galeotti et al., 2007;
Steinkellner & Mammerler, 2007; Tingting et al., 2022; Zheng et
al., 1996)

(Dastidar et al., 2004; Faizi & Muhammad, 1999; Galeotti et al.,
2007; Khalid et al., 2019; Steinkellner & Mammerler, 2007)
(Chen et al., 2006; Cushnie et al., 2014; Kajiya et al., 2004)
(Ali & Dixit, 2012; Boba et al., 2017; E Azzaz & H El-khateeb,
2010; Williams & Harborne, 1977; Xiao et al., 2016; Zhong et
al., 2022)

(Pistelli & Giorgi, 2012; Zamuz et al., 2021)

(Aijaz et al., 2022; Morales et al., 2017, C")zgelik et al., 2011; Xu
et al., 2022)

(Ajiboye et al., 2017; Alvarado-Martinez et al., 2020; Aziz et al.,
1998; Maisch et al., 2022; Nguyen et al., 2015; Osondu et al.,
2022; Rodriguez Vaquero et al., 2007)

(Aslam et al., 2009; Daglia, 2012; de Filippis et al., 2019; S. N.
Kumar & Nambisan, 2013; Metsamuuronen & Sirén, 2019;
Ozcelik et al., 2011; Vestergaard & Ingmer, 2019)



Referencia

(Al-Amiery et al., 2017; Daoubi et al., 2004; Deng & Nicholson,
2005; R. Kumar et al., 2012; Ng et al., 1996; Smyth et al., 2009;
H. S. Wu et al., 2008; Zamuz et al., 2021)

(Cantrell et al., 2005; Casciaro et al., 2018; Chandra et al.,
2017; Ding et al., 2018; Oliva et al., 2003; Ozgelik etal., 2011;
Yamanaka et al., 1979; M. L. Yang et al., 2016; Yu et al., 2014;
Zhu et al., 2022)

(Kabara, 1984; Kabara et al., 1972; Thibane et al., 2011; Wang’
& Johnson, 1992; Yeniit et al., 2010)

(Islam et al., 1991; S. S. Kumar et al., 2010; Taleb-Contini et al.,
2003)

(Buzzini et al., 2008; Chandra et al., 2017; Chung et al., 1998;
Ekambaram et al., 2016; Scalbert, 1991)

(Garcia et al., 2008; Jiang et al., 2021; Mahizan et al., 2019;

(Frias et al., 2012; Jiang et al., 2021; Kofujita et al., 2006;
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Las fracciones derivadas de F2 luego del fraccionamiento cromatografico por medio de
columna de Silica gel, F2-9, F2-10 y F2-11, fueron las que presentaron mayor inhibicién
sobre F. oxysporum. Se puede observar en la Figura 12-1 que no hay crecimiento del
hongo alrededor de los discos impregnados con las fracciones F2-9 y F2-10. Al corroborar
la actividad de las fracciones mas activas, por medio del ensayo del agar envenenado, se
encuentra congruencia con la evaluacién preliminar (Figura 12-1). El porcentaje de
inhibicion de F2-10 fue significativamente mayor comparado con el precipitado de dicha
fraccién, posiblemente debido al efecto aditivo o sinérgico de otros compuestos presentes

en la fraccion.

Al caracterizar la fraccién mas activa F2-10, se detecté por GC-MS el acido clorogénico,
en el espectro de masas con un ion molecular de 353 unidades de masa atéomica. La
identidad y cantidad de este compuesto en la fraccion activa F2-10 fue confirmado junto
con el acido rosmarinico y acido carndsico por comparacién con los respectivos patrones
por HPLC.La presencia de acido clorogénico y acido rosmarinico coinciden con los
reportes de estos compuestos en otras especies de la familia Marantaceae.
Particularmente, en el mismo género de S. jacquinii, se ha reportado la presencia de acido
clorogénico en Stromanthe amabilis (Abdullah et al., 2008). En otros géneros, en las
especies como Maranta depressa y Maranta Leuconeura, donde se han encontrado ambos
acidos fendlicos (Abdullah et al., 2008). También en Maranta arundinacea y Maranta
bicolor, se ha detectado el acido clorogénico (Merh et al., 1986) y en Thalia geniculata se

ha encontrado el &cido rosmarinico (Abdullah et al., 2008).

La actividad bioldgica de la fraccion mas activa F2-10 puede ser atribuida a varios acidos
fendlicos detectados (Tabla 12-1), en particular se ha reportado actividad para el acido
clorogénico y acido rosmarinico frente a F. oxysporum (Bais et al., 2002; Ling, Zhang,
Wang, Mao, Huang, et al., 2013), que fue el microorganismo frente al cual fue evaluada
esta fraccion, como también el acido clorogénico y el compuesto precipitado F2-10p. La
actividad del acido clorogénico se demostro en este estudio con la inhibicion del
crecimiento radial de F. oxysporum en un 47,42%. Esto concuerda con lo reportado en
cuanto a la inhibicion del crecimiento radial para varias cepas de hongos fitopatdégenos,
dentro de las cuales se estudio F. oxysporum (G. Martinez et al., 2017) .La abundancia del
acido clorogénico al ser cuantificado (Figura 15-1), es otro factor que apoya la evidencia

de su influencia en la actividad de la fraccion F2-10. No se descarta la actividad de otros
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compuestos, como lo demuestra el ensayo del precipitado F2-10p, con una inhibicion
aproximadamente del 30% y de los otros compuestos fendlicos cuantificados por HPLC en

cantidades significativas.

Se concluye que las de hojas de S. jacquinii pueden ser una fuente potencial de agentes
antimicrobianos, los cuales actuan en conjunto y siendo esto promisorio para la formulacion
de agentes antimicrobianos, biopeliculas o productos alternativos lo cual puede dar un

valor agregado a una especie muy usada tradicionalmente.



2. Prototipo de recipiente biodegradable a
partir de las hojas de Stromanthe
jacquinii (Marantaceae)

2.1 Resumen

Las hojas de Stromanthe jacquinii, llamadas comunmente hojas de bijao son usadas
tradicionalmente para envolver alimentos. Se ha comprobado que sus hojas poseen
actividad antifungica frente a ciertos hongos alteradores de los alimentos y que, al emplear
las hojas como empaque, estas funcionan como aislante de la temperatura exterior y le
confieren al producto mayor durabilidad. Con base en el uso tradicional y la actividad
antimicrobiana de las hojas de esta especie, se aprovecharon sus hojas para la elaboracion
de un prototipo de recipiente biodegradable y con actividad conservante para empacar
alimentos perecederos, como frutas. Se elabord una lamina con diferentes concentraciones
de fibra de S. jacquinii (40, 50, 60 y 70% p/p almiddn) reforzada con una pelicula de almidén
de papa (9% p/v agua destilada), carboximetilcelulosa (CMC) (30% p/p almiddn) y glicerol
(30% p/ p almidén). Se evaluaron diferentes condiciones de secado de la lamina y la
actividad antifungica de la lamina impregnada con una fraccion biolégicamente activa de
S. jacquinii. Se obtuvo una lamina preparada con fibra al 50% p/p almidén y secada a
temperatura ambiente con una buena circulacion de aire, con rigidez y flexibilidad 6ptima
para empacar alimentos y con capacidad antifungica frente a Fusarium oxysporum. Se
doblaron dos laminas para obtener la base y la tapa del recipiente, se us6 CMC (10g/L
agua destilada) como adhesivo. Este recipiente podria ser una alternativa de empaque que
permita disminuir el impacto ambiental generado por la acumulacion de plasticos de origen
petroquimico, empleados en la actualidad para el embalaje de frutas y alimentos, teniendo
como valor agregado su potencial conservante.

Palabras claves: Recipiente, biodegradable, conservante, bijao, alimentos
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2.2 Introduccion

En la industria de empaques, los usados para alimentos representan el 50% de los
plasticos derivados de combustibles fésiles. Esta cantidad continia creciendo como
consecuencia de los cambios que se estan produciendo en los habitos de preparacion de
los alimentos, por lo que los empaques representan una enorme carga ambiental. Sin
embargo, los empaques para alimentos son esenciales en la cadena alimentaria, para
proteger y preservar la calidad del producto alimenticio, garantizar la seguridad e higiene
y reducir el desperdicio de alimentos (Trajkovska Petkoska et al., 2021). Algunos de los
materiales utilizados convencionalmente en los empaques de alimentos incluyen papel,
plastico, vidrio, acero, aluminio y diferentes aleaciones (Trajkovska Petkoska et al., 2021).
Sin embargo, los plasticos de origen petroquimico y aquellos no biodegradables, se utilizan
ampliamente debido a sus excelentes propiedades mecanicas, baja permeabilidad y bajo
costo. Ademas, los materiales plasticos mas utilizados para alimentos incluyen tereftalato
de polietileno (PET), polietileno, polietileno de alta densidad, polietileno de baja densidad
(LDPE), polipropileno (PP), poliestireno (PS) y cloruro de polivinilo (Garcia Ibarra et al.,
2016). A pesar de sus bondades, los plasticos han sido reconocidos como un problema
ambiental global por su impacto negativo en los ecosistemas y la salud humana (Nilsen-
Nygaard et al., 2021). El impacto se esta cuantificando en los 100.000 mamiferos marinos
y un millén de aves que mueren cada afo, a consecuencia de la obstruccion del sistema
digestivo por residuos plasticos (Decologia.info, 2019). También estudios recientes han
informado sobre la bioacumulacion de contaminantes de desechos plasticos en
organismos marinos como mejillones y peces (Din et al., 2020) .Debido a que no se pueden
degradar en un componente natural por lo que producen basura a lo largo del tiempo, es
factible que para el afio 2025 la cantidad acumulada de residuos plasticos que ingresan al
océano podria alcanzar de 92,8 a 247,5 millones de TM (Tonelada métrica), lo que
corresponde al 15% y 40% de los residuos generados en la tierra y desechos marinos de

plastico, respectivamente (Galgani & Loiselle, 2021).

En el medio ambiente, los plasticos pueden descomponerse en pedazos mas pequefos,
siendo estos, micro plasticos (tamafios inferiores a 5 mm) y nano plasticos (1 a 100 nm),
que pueden tener diversas consecuencias en la vida silvestre y la salud de las
comunidades costeras (Rai et al.,, 2021). De esta manera, la contaminacion por micro
plasticos y nano plasticos puede afectar negativamente al fitoplancton marino debido a que

altera su fotosintesis, desarrollo y reproduccion. Estos efectos adversos sobre el
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fitoplancton son graves amenazas al medio ambiente, puesto que reducen el secuestro de
carbono y la productividad marina, las cuales estan estrechamente vinculadas al cambio
climatico, (Rai et al., 2021). Adicionalmente, se perturban los procesos normales del
zooplancton, debido a que este ultimo se alimenta del fitoplancton. El zooplancton juega
un papel vital en la regulacion de la salud de los ecosistemas acuaticos, debido a que
propician el intercambio de informacién genética a través de las cadenas alimentarias
(Simul Bhuyan et al., 2021). También los micro plasticos influyen en la fotosintesis y la tasa
de crecimiento de microalgas unicelulares y filamentosas tanto en habitats marinos como
de agua dulce (Galgani & Loiselle, 2021) o de agua dulce (Galgani & Loiselle, 2021). Un
estudio reveld que, tras la exposicidon a los lixiviados plasticos, Prochlorococcus spp., la
bacteria fotosintética mas abundante en los océanos del mundo y responsable de
aproximadamente el 8,5% de la produccion primaria neta del océano, mostré una
reduccion significativa en el crecimiento, la eficiencia fotosintética y la produccion de
oxigeno (Galgani & Loiselle, 2021). Las superficies de plastico, debido a la corrosién por
el agua de mar, la fotooxidacion, la friccidn y otros procesos, son mas propensas a
adsorber contaminantes. Gracias a las caracteristicas hidrofobas de sus superficies, los
micro plasticos generalmente pueden adsorber contaminantes organicos hidrofébicos del
agua de mar circundante, incluidos los hidrocarburos aromaticos policiclicos, los bifenilos
policlorados, los plaguicidas organoclorados y los metales pesados (Galgani & Loiselle,
2021). De esta manera, ellos actuan como vectores de contaminantes, que pueden
transferir su toxicidad a la biota. También, sus particulas pueden ser vectores de
microorganismos patdégenos. Su persistencia en el medio acuatico permite que las
particulas de plastico se conviertan en puntos criticos para la seleccion microbiana,
favoreciendo la proliferacion de posibles patégenos y bacterias resistentes a los
antibidticos y aumentando asi la transmision de enfermedades microbianas a través
organismos marinos (Galgani & Loiselle, 2021). Los micro plasticos del suelo contaminado
pueden migrar a los acuiferos, contaminando asi el agua potable (Rai et al., 2021). Ademas
de la contaminaciéon marina y terrestre, el aire se ve afectado por desechos plasticos. En
los paises en desarrollo, lo mas comun es que los desechos plasticos terminen en un
vertedero. Debido a la combustion incompleta, muchos tipos diferentes de desechos
plasticos sintéticos liberan diferentes gases nocivos en el medio ambiente, que no solo
causan cambios climaticos, sino que alteran el equilibrio natural de los gases en el aire
(Din et al., 2020). En 2015, las emisiones globales de gases de efecto invernadero durante

el ciclo de vida de los plasticos convencionales fueron de 1,7 Pg C (equivalente de CO2),
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y se espera que aumenten a 6,5 Pg C (equivalente de CO-) para 2050 si no se llevan a
cabo acciones de mitigacion. La liberacion constante de gases de efecto invernadero
provenientes el ciclo de los plasticos podria provocar un aumento de la temperatura de 1,5

° C al perturbar el balance general de carbono (Rai et al., 2021).

Ademas del impacto negativo sobre el medio ambiente, los plasticos pueden tener efectos
perjudiciales sobre la salud humana. Los aditivos, plastificantes u otras sustancias
quimicas utilizadas en los materiales plasticos empleados como empaque para alimentos
podrian migrar a los alimentos, dando como resultado una exposicion a sustancias
quimicas posiblemente perjudiciales para la salud humana (J. Yang et al., 2019). Por
ejemplo, los ftalatos no se unen covalentemente a la matriz plastica, tienden a migrar a los
alimentos y promueven el riesgo de efectos cancerigenos, teratogénesis y mutagénesis (J.
Yang et al.,, 2019) y son los principales plastificantes utilizados en la industria de los
polimeros desde la década de 1930. Cabe destacar que ellos podrian aumentar la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y, en consecuencia, la
angiogénesis y la progresion tumoral en las células de cancer de mama, e interfieren con
genes relacionados con el ciclo celular responsables de la proliferacion de células de
cancer de prostata (Giuliani et al., 2020) .Por lo tanto, la exposicién a ellos se ha
correlacionado con la pubertad precoz, endometriosis, anomalias sexuales, infertilidad,
desarrollo fetal alterado, obesidad, diabetes tipo I, trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad, trastornos del espectro autista, cardiotoxicidad, hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad, asma y alergia (Giuliani et al., 2020). Otro compuesto ampliamente
empleado es el Bisfenol A, el ingerirlo induce obesidad, enfermedad cardiovascular,
multiples problemas reproductivos y de desarrollo, que incluyen el desarrollo prematuro del
pene y la uretra, la proliferacion de canceres mediados por hormonas (como, canceres de

mama y prostata), autismo y pubertad precoz (Simul Bhuyan et al., 2021).

La industria de los empaques consume los mayores volumenes de plasticos producidos a
nivel mundial y es la principal fuente de suministro de residuos plasticos al medio ambiente,

los cuales cuentan con tasas de reciclaje bajas (menos del 20%).

Se ha estimado que, para 2050, se requerira un aumento del 50% en el suministro mundial
de alimentos debido al aumento del crecimiento de la poblacién mundial. A medida que
aumenta la demanda de alimentos, también lo hace la demanda de materiales de empaque

(Ncube et al., 2020) . La sobreproduccién de empaques no biodegradables, sumado a las
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bajas tasas de reciclaje causan una acumulacién de éstos en la bidsfera, conllevando a
una alta contaminacién ambiental y a su vez una muerte masiva de especies marinas y
terrestres ((Nilsen-Nygaard et al., 2021). Como los empaques biodegradables tienen un
menor impacto ambiental, se ha buscado alternativas para la elaboracion de platos a partir
de hojas de distintas especies. Sin embargo, hay una carencia en el area de empaques y
de contenedores para los alimentos que deben almacenarse, que a su vez presenten
caracteristicas conservantes, con el fin, de disminuir el riesgo de las alteraciones
alimentarias (Cecilia & Blanco, 2017). Actualmente, se han fabricado platos
biodegradables a partir de hojas de platano (Sevillano et al., 2018) y envases a partir de
hojas de achira (Canna edulis)(Acosta et al., 2019). Aunque, es una industria aun
incipiente, esta emergiendo cada vez con mas fuerza en la busqueda de alternativas

sustentables con menor impacto en el medio ambiente.

La elaboracion de recipientes a partir de hojas de plantas es atractiva debido a que se le
puede conferir al empaque alguna propiedad bioldgica. Las propiedades mecanicas de las
hojas se pueden mejorar por medio de algun recubrimiento. Se han elaborado films a partir
polisacaridos debido a sus propiedades quimicas, fisicas y mecanicas (Acosta et al., 2019).
Los polisacaridos tienen buenas propiedades de formaciéon de pelicula, proporcionando
barreras eficientes contra lipidos, sin embargo, pobres barrera contra el agua (Adeodato
Vieira et al., 2011). Generalmente, las peliculas de polisacaridos estan hechas de almidon,
alginato, éteres de celulosa. El almidén es uno de los materiales mas adecuados,
abundantes, renovables y de bajo costo para producir recubrimientos comestibles. Sin
embargo, las propiedades quimicas, fisicas y funcionales de las peliculas dependen de la
proporcion de amilosa y amilopectina (Basiak et al., 2017). Cuando la amilosa esta en
mayor cantidad le da mayor fuerza a la pelicula y mejores propiedades de barrera a los
gases. En el caso de que sea la amilopectina la que predomina, disminuye la tension de
traccion de las peliculas (Niranjana Prabhu & Prashantha, 2018). Esta relacion de amilosa-
amilopectina depende de la fuente y la edad del almidon (Marco et al., 2013). En una
investigacion se evidencid que el alto contenido de amilosa dio lugar a peliculas mas
rigidas, mas resistentes a la fractura, pero menos estirables, con menor permeabilidad al

oxigeno y mayor capacidad de retencién de agua (Cano et al., 2014).

Sin embargo, una barrera limitante para el desarrollo de este tipo de peliculas es la
naturaleza fragil de las mezclas con altas concentraciones de almidén que impide que el

almidén entre en un uso practico real debido a que se recristaliza y se vuelve faciimente
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rigido y quebradizo durante el almacenamiento a largo plazo y, por lo tanto, pierde su valor
de uso. Para evitar este inconveniente de la fragilidad, mientras se logra una
biodegradabilidad completa en mezclas, se pueden adicionar plastificantes
biodegradables. Los plastificantes mas comunmente utilizados son los polioles, como el
sorbitol y el glicerol (Adeodato Vieira et al., 2011). Estos plastificantes mejoran la
extensibilidad y las propiedades de barrera al vapor de agua lo cual evita el agrietamiento
de la pelicula durante la manipulacién y el almacenamiento (Acosta et al., 2019). Por
ejemplo, una pelicula elaborada a partir de almidon de papa con glicerol logré un resultado

positivo y significativo en sus propiedades mecanicas (Adeodato Vieira et al., 2011).

Las peliculas elaboradas con dos o tres compuestos formadores de peliculas podrian
mejorar sus propiedades mecanicas (Ghanbarzadeh et al., 2010). Entre los posibles
biopolimeros a considerar se encuentra la gelatina, la cual es notable por sus propiedades
funcionales y filmoégenas y por ser una materia prima abundante, producida practicamente
en todo el mundo (Thomazine et al., 2005). Cuando se elaboran peliculas con este material
presentan buenas barreras al oxigeno y a la luz (Acosta et al.,, 2019). Thomazine et
evaluaron peliculas preparadas con 2 g de gelatina/ 100 ml de agua y 25 0 55 g de mezclas
de plastificantes / 100 g de gelatina. Las mezclas de plastificantes se prepararon con
glicerol y sorbitol en diferentes proporciones. Se observo que las peliculas con 55 g de
plastificantes / 100 g de gelatina fueron mas permeables al vapor de agua que las con 25
g de plastificantes / 100 g de gelatina al compararlas con peliculas con la misma proporcién
de glicerol: sorbitol. En cambio, aquellas producidas solo con glicerol fueron mas
permeables. Se observé que a medida que aumentaba la proporcion de glicerol, habia una
tendencia a aumentar la humedad de las peliculas (Thomazine et al., 2005). Se ha
demostrado que la mezcla de gelatina y almidén (de cualquier tipo) mejora la extensibilidad
y resistencia de una pelicula. Ademas, se ha demostrado la compatibilidad entre glicerol y
gelatina debido a las propiedades mecanicas mejoradas de la pelicula, cuando se agregé

el plastificante(Acosta et al., 2019).

Otro biopolimero que tiene buenas propiedades formadoras de peliculas es la
carboximetilcelulosa (CMC) (Glicksman, 1982), la cual mejora las propiedades mecanicas
de las peliculas a partir de almidon y no tiene efectos nocivos para salud humana
(Ghanbarzadeh et al., 2010).
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Las fibras vegetales tienen potencial para reforzar materiales para empaque debido a su
resistencia, disponibilidad, caracter renovable y menor precio (Akil et al., 2011; Miao &
Finn, 2008; C. wei Zhang et al., 2017) por lo tanto, se ha empleado el termoformado con
una mezcla de fibra vegetal y almidon modificado para elaborar un recipiente

biodegradable, obteniendo lo que se muestra en Figura 1-2.

Figura 1-2: Recipiente biodegradable a partir de almidén y fibras vegetales.

Tomado de (C. wei Zhang et al., 2017)

Teniendo en cuenta la problematica expuesta, en esta investigacion se estudiaron las hojas
conocidas comunmente como bijao (de Oro Torres, 2003) las cuales son plantas de varias
especies de la familia Marantaceae, que tradicionalmente, se usan como envoltura de
diferentes alimentos como el bocadillo (Vergara et al., 2018), la panela (de Oro Torres,
2003), tamales, quesito antioquefio y de fiambres. Basados en el uso tradicional y en los
reportes de las propiedades de la hoja de bijao, en este trabajo se aprovecharon las hojas
de Stromanthe jacquinii, una de las especies usadas en el empaque de alimentos, para la
elaboracion de un recipiente biodegradable, lo cual constituye una alternativa de empaque
sostenible, con menor impacto al medio ambiente con caracteristicas conservantes con el

fin de disminuir el riesgo de las alteraciones y/o intoxicaciones alimentarias.

2.3 Metodologia

2.3.1 Elaboracion de un recipiente
biodegradable a partir de las hojas de S.
jacquinii
Se seleccionaron las hojas de laminas mayores con un largo de 70 cm y un ancho de 30

cm y se uso el molde mostrado en la Figura 2-2. Para la construccion del recipiente, los
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pliegues fueron pegados con carboximetilcelulosa. Para la preparacion de la solucion de
CMC se probaron concentraciones de 5, 10,15, 20 y 25 g de CMC por 1L de agua destilada.
Se selecciond la concentracion de acuerdo el desempefio como pegamento de hojas de

S. jacquinii.

Figura 2-2: Molde para elaboracién recipiente con hojas S. jacquinii.

Para mejorar las propiedades mecanicas de las hojas se procedié a elaborar un
recubrimiento con almidon de papa y gelatina a una proporcion 1:1, y se utiliz6 como
glicerol como plastificante. Inicialmente, se evaluaron diferentes concentraciones de
almidoén en exceso de agua superior al 90%( Tabla 1-2) (Jiménez Marco, 2013) . Se mezcld
el almidén con agua destilada al 1%, 5% y 9% p/v a temperatura ambiente por 5 min a 200
rom. A continuacion, se pusieron en la plancha de calentamiento a 90 °C durante 20
minutos (Liu et al., 2018; Malmir et al., 2018; Nandi & Guha, 2018). Se vertieron 5g de cada
solucion a una caja de Petri (Figura 3-2). Luego se pusieron en un horno a 50°C hasta
secarse (Nandi & Guha, 2018; Shen et al., 2010; W. C. Wu et al., 2019; R. Zhang et al.,
2018). Finalmente, los films se acondicionaron a temperatura ambiente por 24 horas. Se
selecciono la mejor concentracion de almiddn y se continud la preparacion de la lamina de

S. jacquinii con esta concentracion.

Tabla 1-2: Preparacion solucién de almidén.

Nombre | Almidén (%) | Almidén (g) | Agua destilada (mL)
A 1 0,1 10
B 5 0,5 10
Cc 9 0,9 10
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Figura 3-2: Preparacion de la solucion de almiddn a diferentes concentraciones.

La gelatina comercial se disolvié con agua destilada, a 80 °C con agitacién por 30 minutos
utilizando una plancha de calentamiento. A continuacién, se mezclaron las soluciones en
proporcion 1:1 (Gelatina: AlImidon). Se adicioné glicerol al 30% v/v (Acosta et al., 2019; Liu
et al., 2018). Seguidamente se aplicé la mezcla de gelatina, almidén y glicerol a las hojas

de S. jacquinii (

Figura 4-2) para mejorar sus propiedades mecanicas (Acosta et al., 2019). Se dejaron

secar las hojas a temperatura ambiente.

Figura 4-2: Fragmentos de hojas de S. jacquinii con recubrimiento de almidoén, gelatina y

glicerol.
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2.3.2 Elaboracion de un recipiente
biodegradable a partir de la fibra de las
hojas de S. jacquinii

Se recortaron las hojas de S. jacquinii de un tamafio aproximadamente de 2,5 x 2,5 cmy
se pusieron en agua en ebullicion por una hora y media. Después de la coccidn, se retiraron
las hojas, y se licuaron con 0,5 L de agua por cada 100 g. A continuacion, se seco la fibra
en un horno a 50 °C (Figura 5-2).

Figura 5-2: Preparacion de la fibra de S. jacquinii por medio de decoccion.
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Adicionalmente, para la elaboracion de la lamina se emplearon dos tipos de fibra: la que
se obtuvo directamente del secado (fibra gruesa) y otra que se consiguié después de retirar
los pedazos mas grandes (fibra fina) como se observa en la Figura 6-2.

Figura 6-2: Tamizaje de la fibra inicial para obtener una fibra mas fina.

Posteriormente, se preparo la solucién de almidon, glicerol y carboximetilcelulosa (CMC)
(Figura 7-2) para usarlo como refuerzo de la fibra de S. jacquinii.

Figura 7-2: Elaboracion solucion Almidon, carboximetilcelulosa y glicerol para refuerzo de la fibra.

Solucion
almidon

25 *C por 5 minutos 90 °C por20 minutos Almidon + CMC + Glicerol
a 200 rpm a 200 rpm -

Solucion
icarboximetilcelulosa
(CMC)

Desgasificarpor 30

. minutos
24 horasa25 °C
40 °C por 20 minutos

I a 800 rpm
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La solucién de almidén de papa (9% p/v agua destilada) se mezclé a 25 °C por 5 min con
un agitador magnético a 200rpm y luego por 20 minutos a 90° C (Ghanbarzadeh et al.,
2010). Una solucion de CMC se preparo para incluirla en la solucién de almidén y glicerol,
ademas para usarla como pegante del recipiente. Para la preparacion de la solucion de
CMC se probaron concentraciones de 5, 10,15, 20 y 25 g de CMC por 1L de agua destilada.
Se selecciond la concentracion de acuerdo el desempefio como pegamento de la fibra de

S. jacquinii.

Para la mezcla, 30% p/p de CMC/almidon fue combinada en agua destilada a 30°C y se
dejé reposando durante 24 horas para lograr una solubilizacion completa. Luego, se
mezclo la solucion de almidén, la solucién de CMC y 30% p/p glicerol/almidén a 40 °C por
20 minutos. Finalmente, las soluciones fueron desgasificadas en un bano ultrasénico
durante 30 minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente (Acosta et al., 2019;
Rodriguez Castro & Mayorga Quintero, 2018; Rodriguez Castro & Mayorga Quintero,
2018).

Se adicion6 cada tipo de fibra a la solucién en concentraciones entre 40 a 70% p/p
fibra/almidén. Posteriormente se vertieron 15 g de cada solucion en cajas de Petri (15 mm)
(Tarique et al., 2022) cubiertas con papel encerado. Luego se mantuvieron las soluciones
en las cajas de Petri en un horno a 50 °C hasta secarse. Después, las muestras
deshidratadas se acondicionaron a 25 °C durante 24h antes de ser separadas de las cajas

de los recipientes( Figura 8-2).
Figura 8-2: Procesamiento de la fibra y la solucién de almidén, CMC vy glicerol.
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Finalmente, se escalo el procedimiento usando para obtener una ldmina de mayor tamafio
con la fibra que demostré el mejor desempefio Figura 9-2. Para ello, se vertieron las
soluciones (15 g/ 20 cm?) en un recipiente antiadherente de 361 cm?. Para este caso, se

secaron las soluciones en horno a 50°C y a temperatura ambiente.



Figura 9-2: Escalado de la elaboracién de la lamina de fibra de S. jacquinii.

Fibra: % p / p almidén

40% 50% 60% 70%




2.3.3 Evaluacion antifungica de las laminas

Debido a que en los ensayos bioldgicos llevados a cabo con el extracto de S. jacquinii, se
observo la mejor actividad sobre cepas de Fusarium oxysporum, se selecciono este ensayo
para evaluar la capacidad conservante de la lamina elaborada a partir de las fibras. Para
ello se us6 el método de bioautografia directa (Dewanjee et al., 2015). In6culos de F.
oxysporum se sembraron en discos de micelio de 0,5 cm de diametro en el centro de cajas
Petri con agar Papa Dextrosa (PDA). Se recortaron discos de las laminas de S. jacquinii y
se impregnaron con la fraccion identificada como la mas activa de S. jacquinii en el
fraccionamiento biodirigido (F2). Se colocaron estos discos sobre la superficie del medio

de cultivo (Figura 10-2) y se incubaron a temperatura ambiente.

Figura 10-2: Bioautografia directa de las laminas de S. jacquinii sobre F. oxysporum

2.3.4 Elaboracién prototipo de recipiente

Se elaboré un recipiente con el modelo tipo caja usando la fibra con mejor desempefio en
un molde (Figura 11-2). Una vez obtenida la fibra por medio del proceso de escalado, se
ajustaron las medidas (dar las medidas) al molde y se pegd cada uno de sus lados con

una solucién de CMC a la concentracion a la cual se obtuvo el mejor adhesivo.

Figura 11-2: Moldes para la elaboracién del prototipo de recipiente.
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2.4 Resultados y discusién

2.4.1 Lamina hojas de S. jacquinii

Los pliegues fueron pegados con CMC a una concentracion de 20 g/L, debido a que fue la
que presenté mejor desempefio como adhesivo de las hojas. En la Figura 12-2 se aprecia
el modelo de recipiente elaborado con las hojas de bijao, el cual resulté poco resistente y
con el paso del tiempo, las laminas de las hojas usadas se tornaron quebradizas. En
consecuencia, se concluyd que es necesario aplicar algun tratamiento adicional para

mejorar su resistencia y evitar su deterioro y asi aumentar la vida util del recipiente.

Figura 12-2: Recipiente elaborado con laminas de las hojas de S. jacquinii.

gk . .

2.4.2 Lamina de S. jacquinii reforzadas con un
recubrimiento

En la Figura 13-2 se muestran las laminas de almidon obtenidas, con la solucién preparada

con 9% p/v de almidén presenté mejor consistencia.

Figura 13-2: Laminas de almidén. a. 1% b. 5% c. y d. 9%.
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Se logro la formacion de pelicula con todas las concentraciones de almiddn, sin embargo,
para el caso de las concentraciones 1y 5% p/v no se logré la formacion del film en toda la
caja de Petri, inclusive las laminas de almidén presentaron fragmentaciones en algunas

zZonas.

Con respecto a estos resultados, existen algunas investigaciones en que se probo el
almidon de papa al 5% p/v y se obtuvo films sin fracturas. A diferencia del presente trabajo,
dichas peliculas se secaron bajo condiciones controladas. En una de las investigaciones,
se elaboraron peliculas con una mezcla almidén de papa y glicerol, las cuales fueron
secadas a 50 °C en un horno con circulacién de aire (Figura 14-2a) (Domene-Lopez et al.,
2019). En otro caso, se secaron soluciones de almidén de papa y nanoparticulas de SiO>
en una camara climaticas a 50 °C y una humedad relativa del 50% y se obtuvo un film
consistente como se muestra en la Figura 14-2b(R. Zhang et al., 2018). La humedad
controlada en el proceso de secado podria explicar la diferencia en rigidez de las peliculas
mencionadas anteriormente con respecto a las del presente trabajo, con base al
desempenio final de la pelicula de almidén, la humedad es determinante, porque este
polisacarido es muy hidrofilico al tener muchos grupos hidroxilo, haciéndolo mas sensible

a la humedad (Jiménez Marco, 2013).

Figura 14-2: Peliculas preparadas con almidén al 5%.

Potato starch

,\ Universitat ¢'Alscant
== Universidad de Alicanse

Nano-SiO2/potato
il starch film

Fuente (Domene-Lépez et al., 2019; R. Zhang et al., 2018)

En la Figura 15-2 se aprecia que el recubrimiento de almidon no se adhiri6 a la superficie
de la hoja. El acabado de la pelicula sobre las hojas es diferente al obtenido en las cajas
de Petri, la cual fue lisa. Posiblemente debido a que las hojas a medida que transcurre el
tiempo van perdiendo humedad por lo que se van presentando dobleces. Usualmente se

han empleado cajas de Petri como superficie de secado de las peliculas, asi como acero
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inoxidable, vidrio con los cuales se ha obtenido una buena apariencia de la pelicula
(Jiménez Marco, 2013).

Figura 15-2: Pelicula de almidon, gelatina y glicerol sobre las hojas de S. jacquinii.

Con respecto a lo anterior, trabajaron con hojas de Canna edulis recubiertas con una
dispersion de almidon de arroz, gelatina y aceite esencial de naranja y se logré6 aumentar
la elasticidad de la hoja y no hubo desprendimiento de la pelicula como se observa en la
Figura 16-2. Posiblemente la diferencia se encuentre en las condiciones de secado, las
hojas de achira fueron secadas por conveccion natural a 25°C y 58% de humedad relativa.
En el caso de las hojas de S. jacquinii también fueron secadas a temperatura ambiente (25
° C) sin circulacion de aire, lo que puede representar una mayor humedad durante el

secado.

Figura 16-2: Hojas de achira recubiertas con almidén y gelatina.

Tomado de (Vargas Pérez, 2017)
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Adicionalmente, los resultados son diferentes debido al tipo de almidon utilizado, pues la
proporcion entre amilopectina y amilosa depende de la fuente de almidén (Marco et al.,
2013).

2.4.3 Lamina de Fibra de S. jacquinii

Para la preparacién de la solucion de CMC se selecciond la concentracién de 20 g/L porque
fue la que presentd mejor desempefio como pegante de la fibra de S. jacquinii, sin
embargo, a partir de 10g de CMC la solucién presenta mayor resistencia a fluir, y la
condicion de adhesién se da los 20 g. Como la CMC se ha utilizado como adhesivo para
alimentos y otros productos en la industria alimentaria se sugiere como material apropiado
en un recipiente para alimentos. En otra investigacion la solucion de CMC se prepar6 a
una de concentracion de 10g/L y tuvo buen desempefio como adhesivo de hojas de platano
(Musa sp.) (Rodriguez Castro & Mayorga Quintero, 2018). Esta diferencia con el presente
trabajo puede explicarse por el tipo de CMC empleada, debido a que este compuesto esta
disponible en diferentes variedades dependiendo del peso molecular, la viscosidad,
tamafo de particula y pureza, dichas caracteristicas pueden afectar la propiedad
adherente de la CMC (S. Dong et al., 2021). En este caso, se us6é una CMC extra pura lo

que pudo garantizar sus propiedades adherentes a una concentracion menor.

En la Figura 17-2 se puede apreciar dos tipos de fibra una gruesa y otra fina de S. jacquinii.
Estas fibras se emplearon para adicionarla a la solucién de almidén, CMC y glicerol y se
obtuvo lo que se muestra en la Figura 18-2 y Figura 19-2. De esta manera, se comprobd
un mejor desempefio de la fibra gruesa, porque la fina presenté zonas de quiebre, e
inclusive la lamina con un 70 %p/p fibra/almidén no compactoé y se deshizo en pequenas

partes. Por esta razon, se trabajé con la fibra gruesa para escalar la lamina.
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Figura 17-2: Fibras de S. jacquinii a. Gruesa b. Fina.

Figura 18-2: Lamina de fibra gruesa de S. jacquinii.
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Figura 19-2: Lamina de fibra gruesa de S. jacquinii.

Se determiné que la humedad es una de las condiciones apremiantes en las propiedades
mecanicas finales de los films de almidon, esto se verificd cuando se desintegraron las
laminas secadas al mismo tiempo, en un horno sin ventilador. Sin embargo, cuando se
secO una sola lamina con fibra gruesa al 50 %p/p fibra/almidon (Figura 20-2) se logro
retirarla completamente del recipiente. Esto podria ser consecuencia de la elevada
humedad que se alcanzé al tener 4 recipientes, cada uno con 275 mL de la solucién acuosa

de almidén, glicerol, CMC y fibra en un espacio sin circulacion de aire.
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Figura 20-2: Lamina con 50% de fibra gruesa secada a 50°C

En una investigacion con peliculas de gluten de trigo y maiz, se observéd una migracion de
glicerol a la superficie de la pelicula, lo que produjo una disminucion en la elasticidad de la
pelicula (Park et al., 1994). Esto podria explicar la fragmentacion de las laminas (Figura
21-2) que fueron secadas con una humedad elevada. En cambio, las peliculas plastificadas
con glicerol son muy sensibles al agua y cuando se acondicionan a una humedad alta, se
puede observar cierta migracion de plastificante fuera de la pelicula (Thomazine et al.,
2005).
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Figura 21-2: Lamina con 50 %p/p fibra/almidén secada a 50 °C con alta humedad

Cuando se obtuvo una lamina compacta, secada a 50° C, se puede observar en la Figura
20-2 que no hay una buena distribucién de la solucion de almidén, glicerol y CMC por toda
la superficie de la lamina, la solucién se queda concentrada en los bordes de la lamina, lo
cual podria ser consecuencia de una mala distribucion en el horno, debido a la ausencia
de ventilacion. Cuando se puso a secar otra lamina de fibra con 40% p/p fibra/almidén
también se obtuvo una mala distribucién de la solucién en la lamina. Estas laminas secadas
a 50°C son flexibles en los extremos, sin embargo, en el centro se tornan quebradizas. Por

lo tanto, no se tuvo en cuenta para la construccion del recipiente.

En el caso de las laminas secadas a temperatura ambiente con una buena circulacion de
aire, se observo buena distribucion de la solucion de almidén, CMC vy glicerol a diferencia

de las secadas a 50° C como se aprecia en la Figura 22-2.
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Figura 22-2: Lamina con 50% p/p fibra/almidén secadas a a) Temperatura ambiente b) 50°

En la Figura 23-2 se observan las ldaminas elaboradas con las diferentes concentraciones
de fibra, secadas a temperatura ambiente. En cuanto a la lamina del 40% de fibra p/p
almidon, se formaron orificios lo que indica que es necesario usar una mayor cantidad de
fibra, sin embargo fue flexible y no se rompioé al doblarse, esta caracteristica la proporciona
la presencia del glicerol. Por el contrario, la Idmina del 50 % p/p fibra/almidon fue mas
compacta, mas rigida conservando la flexibilidad. Con el 60% de fibra p/p menos resistente
al doblarlo. La lamina del 70 %p/p fibra/almidon fue muy rigida, por lo que al intentar doblar
se fragmentd. Un estudio previo, donde se usé la fibra de hoja de platano (Musa sp.) para
reforzar una pelicula de almidén de yuca, muestra la misma tendencia. La tensién a la
rotura de la lamina aumenté a medida que se fue incrementando la cantidad de fibra del O,
10, 20, 30 al 40% p/p, sin embargo, la tension a la rotura disminuyd cuando se uso fibra al
50% p/p (Jumaidin et al., 2021). En el caso de la lamina de S. jacquinii la resistencia a
romperse disminuy6 con la fibra al 60% p/p, posiblemente la diferencia se deba a la
diferencia de fuente del amidén y de la fibra. Ademas para la obtencion de la fibra de hojas
de platano se utlizé el enriado con agua durante 4 semanas, dicho proceso consiste en

sumergir las hojas en agua, afiadiendo microorganismos o los que estan presentes en las
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mismas plantas, que ayudan a liberar las fibras (Joselyn Selna, 2022), lo cual pudo mejorar

la calidad de la fibra.

Figura 23-2: Lamina de fibra secadas a temperatura ambiente.

40%

%p/p fibra/almidén

La menor resistencia a romperse de las laminas del 60 y 70% p/p de fibra puede ser
atribuida a la mala distribucién de la matriz de almidon, glicerol y CMC sobre la fibra, en
dichas laminas se observan pequefas zonas sin cubrirse, que corresponden a las zonas
mas fragmentadas, siendo mas evidente en la del 70 % p/p. Si bien, el aumento de la
cantidad de fibra si ayuda a mejorar las propiedades mecanicas del almidén, al existir un

exceso de la misma, la matriz no humedece suficientemente a las fibras y cuando la lamina
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es sometida a una carga, no se transfiere uniformemente la tension desde la matriz a lo

largo de las fibras, lo que produce un material fragil (Jacob et al., 2004).

Se trabajé con la lamina elaborada con el 50 % de fibra con respecto al almidén y secada
a temperatura ambiente con buena aireacién. Este tratamiento presentd una flexibilidad
que permitié doblar la lamina sin quebrarse y una rigidez adecuada para soportar la carga

de alimentos.

2.4.4 Actividad antifungica de las laminas de
fibra de S. jacquinii
Con la lamina de 50% de fibra se realiz6 la actividad biolégica, debido a que fue la que
presenté mejor desempeno. Cada disco de la lamina se impregnad con la fraccién F2-10 de
S. jacquinii que fue la mas activa frente a F. oxysporum como se menciond en el capitulo
1. Se puede observar en la Figura 24-2 que hay un crecimiento del anormal del hongo,
porque su crecimiento es en forma radial. Se puede observar que alrededor de los discos
de fibra no hay crecimiento del hongo, lo que indica que no se pierde la actividad
antifungica de la fraccién F2-10 cuando se pone sobre la ldmina compuesta de almidén,

CMC, glicerol y fibra de S. jacquinii.

Figura 24-2: Evaluacién antifungica de la ldmina con 50%p/p fibra/almidén sobre F.
oxysporum.




82 Aprovechamiento de las propiedades conservantes de las hojas de Stromanthe
Jacquinii (Marantaceae) para la elaboracion de recipientes biodegradables

2.4.5 Prototipo de recipiente

Se elabor¢ el recipiente de la Figura 25-2 usando la lamina de fibra de S. jacquinii con las

caracteristicas presentadas en la

Tabla 2-2. Se utilizé CMC para adherir los pliegues.

Figura 25-2: Recipiente elaborado a partir de la fibra de S. jacquinii.
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Tabla 2-2: Condiciones de preparacion de la lamina de fibra de S. jacquinii

Solucién de almidén, glicerol y

Solucion de almidén de papa: 9% p/v agua destilada

Glicerol: 30% p/p almidén

CMC (AGC) Solucion CMC: 20 g/ L agua destilada
CMC: 30% p/p almidon
Tipo de fibra Gruesa
Concentracion fibra 50%p/p fibra/almidén

Condiciones de secado de la
solucion AGC + FIBRA.

Temperatura ambiente con circulacion de aire

Superficie de secado de la solucién
AGC + FIBRA

Recipiente antiadherente con un area superficial de

la base de 361 cm?

Cantidad de solucion de AGC +
FIBRA agregada al recipiente

2759

Adhesivo

Solucion CMC: 10 g/ L agua destilada

La Figura 26-2, muestra como actualmente se empacan las fresas en el mercado y a su

vez se presenta el recipiente obtenido en este trabajo como una alternativa.
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Figura 26-2: Fresas en un empaque de icopor y plastico frente a fresas empacadas en el
recipiente de fibra de S. jacquinii.

El recipiente obtenido es biodegradable y tiene potencial conservante, lo que podria ser
una alternativa sostenible para conservar y empacar alimentos perecederos, como frutas.
A la vez, debido a su potencial antifungico frente F. oxysporum, empacar aquellas frutas
que podrian ser afectadas por este microrganismo, tales como fresas y uchuvas para
aumentar su vida util (Barrero et al., 2012; Henry et al., 2017; Juarez-Garcia et al., 2021;
Toloza Moreno, 2014) y puede contribuir a disminuir las pérdidas de alimentos durante la
postcosecha y el almacenamiento, debido a que las frutas y verduras constituyen uno de
los grupos de alimentos que mas se pierde durante esta etapa de la cadena productiva,
por efectos de hongos alteradores, segun el Ministerio de Salud y Proteccion Social y la
FAO, en 2010 se perdio el 39 % total de la oferta de frutas y verduras de ese ano

(Departamento Nacional de planeacién, 2016).

El desarrollo y la implementacion de mas propuestas de este tipo, puede ayudar a disminuir
el empleo de recipientes de icopor y/o plasticos para alimentos, los cuales constituyen un
problema ambiental debido a su acumulacion en el entorno, tiene un impacto negativo en
la de salud del consumidor, debido a que estos materiales contienen compuestos tdxicos
como bisfenol A, estireno y ftalatos, que pueden entrar en contacto con los alimentos.
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3.Conclusiones y recomendaciones
3.1 Conclusiones

Este estudio constituye el primer reporte de actividad antimicrobiana y composiciéon
fitoquimica de S. jacquinii porque las hojas de esta especie presentan actividad
antimicrobiana frente a microorganismos causantes de intoxicaciones y/o alteradores de
los alimentos, lo cual es consistente con el conocimiento tradicional. La validacién de las
propiedades conservantes de las hojas de bijao, puede promover el uso de ellas tanto a

nivel tradicional como mas tecnificado.

Los extractos etandlicos de S. jacquinii obtenidos por percolacién y Soxhlet mostraron
actividad antimicrobiana, siendo mas activo el extracto obtenido por percolacion. La
actividad bioldgica se atribuyé al contenido de compuestos fendlicos, debido a la presencia
de orientina, kaempferol y acido vanilico. Ademas, la fraccién soluble en diclorometano fue
la que presentd mayor potencial antimicrobiano en comparacién con las fracciones de
mayor y menor polaridad. El fraccionamiento por columna de la fracciéon de diclorometano
condujo a la deteccion de acido clorogénico, acido rosmarinico y acido carndsico en la
fraccion mas activa, la cual corresponde a una de las fracciones con mayor polaridad

dentro de las 13 obtenidas.

Un prototipo de recipiente biodegradable y con propiedad conservante fue obtenido a partir
de la fibra de S. jacquinii reforzado con almidén de papa, CMC y glicerol. Los hallazgos
mostraron que el aumento de la concentracion de fibra del 40 al 50% p/p de fibra/almidén

produjeron un aumento en la resistencia a romperse de las laminas. Sin embargo, las
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muestras con un contenido de fibra mayor al 60% p/p de fibra/almidén mostraron una
disminucion en las propiedades mecanicas. En cuanto a las condiciones de preparacién
del material de empaque, se requiere una temperatura homogénea y una humedad
controlada durante el secado de las muestras, para asi obtener una distribucién uniforme
de la matriz de almidon, CMC vy glicerol en la fibra y buenas propiedades mecanicas en la

[amina.

Es necesario realizar mas estudios como el actual, con el fin de reconocer las tradiciones
culinarias en Colombia y proyectarlas como una estrategia de conservacion de los
ecosistemas, especialmente sobre otras especies que han sido usadas tradicionalmente
para envolver alimentos en América y especialmente en Colombia donde existe tanta
diversidad de plantas y en donde se han reportado alrededor de 136 especies usadas para

envolver alimentos (Montafio Montafio et al., 2020).

Finalmente, esta investigacion da cuenta del potencial de la especie S. jacquinii como
alternativa promisoria para el manejo de microorganismos fitopatégenos y como material
de empaque biodegradable y conservante con menores efectos nocivos sobre la salud

humana y el medio ambiente.

3.2 Recomendaciones

Es necesario hacer pruebas citotéxicas de los extractos y/o fracciones obtenidas en este
trabajo para conocer el efecto sobre la salud humana. Ademas, se considera importante
evaluar la fraccion mas activa (F2-10) frente a otros microorganismos patégenos, como es
el caso del Campylobacter, muy comun en el cerdo y el pollo, con el fin de ampliar el tipo

de alimentos para los cuales el recipiente biodegradable y conservante se pueda usar.

En cuanto al recipiente, se sugiere utilizar otros métodos para la obtencion de la fibra de
S. jacquinii, con el propésito de obtener una fibra con mejores propiedades mecanicas.
Ademas, se recomienda evaluar diferentes temperaturas de secado de la fibra, mayores
que la temperatura ambiente a condiciones controladas de humedad, para profundizar
sobre el efecto de la temperatura y la humedad. De esta forma lograr disminuir los tiempos

de secado y obtener propiedades mecanicas optimas.
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Los resultados de este trabajo se pueden completar, con una evaluacion in vivo de la
actividad antifungica del recipiente al ser usado para empacar alimentos, de esta manera

comprobar la efectividad de los compuestos en un ambiente real.
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