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[bookmark: _Toc84416168]RESUMEN
En la presente investigación se estudió dos variedades de mashua blanca y amarilla (Tropaleum tuberosum) tubérculos que contienen importantes propiedades funcionales y son poco estudiados y consumidos ya que contiene un elevado contenido de proteínas, carbohidratos, fibra, minerales, ácido ascórbico (vitamina C) y calorías. También contienen una elevada concentración de glucosinolatos, los isotiocianatos son conocidos por sus propiedades antibióticas, insecticidas, nematicidas, anticancerígenas y diuréticas. El estudio está enfocado en determinar la capacidad antioxidante, compuestos volátiles y actividad antimicrobiana en el cantón Guaranda provincia de Bolívar por dos métodos de extracción (soxhlet y fluidos supercríticos). Se determinó la actividad antioxidante por el método ABTS la mayor concentración presento el extracto de mashua blanca por fluidos supercríticos   con un valor 6596,10 µmoltrolox/g. Se caracterizó los extractos obtenidos mediante cromatografía de gases acoplado a un detector de masas (GC-MS), donde se identificaron entre 21 y 11 compuestos, este compuesto de mayor área es el γ-Sitosterol se caracteriza por poseer efecto antioxidante y antimicrobiano  y los demás compuestos identificados pertenecen a las familias de cetonas, alcoholes, ácidos grasos, furfurales, esteres, aldehídos, píranos, alcaloides y fitoesteroles. Se evaluó la actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusión disco placa en tres microorganismos y dando como mejor actividad en las cepas de salmonella spp ya que sus halos de inhibición son mayores a >8 mm de diámetro.
Palabras claves: Análisis bromatológico, Actividad antioxidante, Compuestos volátiles, Actividad antimicrobiana


[bookmark: _Toc84416169]SUMMARY
In the present investigation, two varieties of white and yellow mashua (Tropaleum tuberosum) tubers that contain great functional properties were studied and are little studied and consumed since they contain a high content of proteins, carbohydrates, fiber, minerals, ascorbic acid (vitamin C) and calories. Also containing a high concentration of glucosinolates, isothiocyanates are known for their antibiotic, insecticidal, nematicidal, anticancer and diuretic properties. The study is focused on determining the antioxidant capacity, volatile compounds and antimicrobial activity in the Guaranda canton, Bolívar province by two extraction methods (soxhlet and supercritical fluids). The antioxidant activity was determined by the ABTS method. The highest concentration presented the white mashua extract by supercritical fluids with a value of 6596.10 µmoltrolox / g. The extracts obtained were characterized by gas chromatography coupled to a mass detector (GC-MS), where between 21 and 11 compounds were identified, this compound with the largest area is γ-Sitosterol is characterized by having antioxidant and antimicrobial effects and Other identified compounds belong to the families of ketones, alcohols, fatty acids, furfurals, esters, aldehydes, pyrans, alkaloids and phytosterols. The antimicrobial activity was evaluated by means of the disc-plate diffusion technique in three microorganisms and giving the best activity in the strains of salmonella spp, since their inhibition halos are greater than> 8 mm in diameter.
Keywords: Bromatological analysis, Antioxidant activity, Volatile compounds, Antimicrobial activity
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[bookmark: _Toc84416171]INTRODUCCIÓN
En la presente investigación se adquirió conocimientos relacionados a la composición química de los extractos de la mashua, tubérculo identificado por poseer ciertas características particulares, que pueden ser utilizadas posteriormente como principios activos de fármacos, nutracéuticos, bioplaguicidas, ingredientes para su utilización en procesos agroindustriales; para lo cual fueron recolectadas, catalogadas y preparadas para la sucesiva fase de trabajo.
En los últimos años, existe un interés creciente, en el uso de los antioxidantes, para el tratamiento de enfermedades y la importancia del rol de los antioxidantes de la dieta en la prevención del desarrollo de algunas patologías.
La mashua comparado con la papa, el melloco, y la oca presenta una mayor capacidad antioxidante, con alto contenido de antocianinas y carotenoides. Atributos que hacen de la mashua un cultivo con un gran potencial, y que podría ser utilizado en la mejora para la resistencia a plagas, la industria farmacéutica y en la nutrición (Quispe, 2015). 
Se ha atribuido a estos compuestos fenólicos efectos antioxidantes de gran interés por el poder de prevención de enfermedades como el cáncer, enfermedades cardiacas, inflamaciones, artritis, disfunción cerebral, aceleración del envejecimiento entre otras, dado que estos antioxidantes poseen capacidad para neutralizar los radicales libres permitiendo que las células no sufran oxidación o que se mantengan en un equilibrio para los procesos de óxido-reducción que ocurren en forma natural dentro del organismo (Barragán & Aro, 2017).
La capacidad antioxidante de los alimentos depende de la naturaleza y concentración los compuestos antioxidantes, la cual varía dentro de una misma familia del reino vegetal. Esto explica que los diferentes alimentos difieren en su capacidad para prevenir enfermedades crónicas no transmisibles al estrés oxidativo (Muñoz et al., 2015).
Es muy importante determinar la capacidad antioxidante en diferentes tubérculos, verduras y frutas debido que a estas aportan vitamina C, vitamina E y compuestos fenólicos; estos compuestos están ligados a efectos de protección frente a enfermedades asociados al estrés oxidativo aumentando la defensa antioxidante (Oliveira, 2014).
La resistencia antimicrobiana ha generado un nuevo interés en la búsqueda de medicamentos con poder antimicrobiano, vinculando a los productos de origen vegetal que tengan fuentes de moléculas bioactivos con propiedades antimicrobianas. 
En la presente investigación se evaluó la actividad antimicrobiana de los extractos de las dos variedades de Mashua, el estudio experimental se lo realizó en las instalaciones del laboratorio de Investigación, en el área Biología Molecular en la cual se utilizó algunas cepas microbianas como son Echerichia coli spp, Arcobacter spp y Salmonella spp.
Con este trabajo se busca promover que este tipo de tubérculos no se extinga, dado a que tiene características nutricionales y medicinales y revalorizar estas materias primas para promover su uso y consumo por la biodiversidad.
En tal sentido, en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos: 
[bookmark: _Toc63080613][bookmark: _Toc63080773][bookmark: _Toc63082906][bookmark: _Toc63082985]Estudiar las propiedades Bioactivas de dos variedades de mashua (Tropaeolum tuberosum) en el Laboratorio de Investigación de la Universidad Estatal de Bolívar.
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2.1. [bookmark: _Toc47962635][bookmark: _Toc47962945][bookmark: _Toc47963057][bookmark: _Toc47963530][bookmark: _Toc47963567][bookmark: _Toc47964219][bookmark: _Toc47964774][bookmark: _Toc47966675][bookmark: _Toc47966782][bookmark: _Toc47967201][bookmark: _Toc47967605][bookmark: _Toc47971115][bookmark: _Toc47971263][bookmark: _Toc47971412][bookmark: _Toc47971561][bookmark: _Toc47971710][bookmark: _Toc48038728][bookmark: _Toc61876477][bookmark: _Toc62069111][bookmark: _Toc62074708][bookmark: _Toc62131210][bookmark: _Toc63080616][bookmark: _Toc63080776][bookmark: _Toc63082909][bookmark: _Toc63082988][bookmark: _Toc74598636][bookmark: _Toc74599107][bookmark: _Toc74953953][bookmark: _Toc75543128][bookmark: _Toc75543499][bookmark: _Toc78746641][bookmark: _Toc78746814][bookmark: _Toc79697464][bookmark: _Toc80124280][bookmark: _Toc80124417][bookmark: _Toc80996466][bookmark: _Toc81416734][bookmark: _Toc81572521][bookmark: _Toc82156746][bookmark: _Toc82156917][bookmark: _Toc84414935][bookmark: _Toc84415679][bookmark: _Toc84416174]
· Obtener extractos de las dos variedades de mashua por los diferentes métodos de extracción: Soxhlet y fluidos supercríticos.
· Determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos de las dos variedades de mashua.
· Caracterizar químicamente los extractos obtenidos mediante cromatografía de gases.
· Evaluar la actividad antimicrobiana mediante técnica de difusión de Disco- placa.

[bookmark: _Toc74599108][bookmark: _Toc84416175]CAPÍTULO  II
[bookmark: _Toc74599109][bookmark: _Toc84416176]PROBLEMA DE LA INVESTIGACIÓN
[bookmark: _Toc74599110][bookmark: _Toc84416177]Planteamiento del problema
El tubérculo mashua (Tropaeolum tuberosum) originario de los Andes centrales con mayor concentración en países como Colombia, Bolivia, Perú y Ecuador, es un tubérculo andino no aprovechado al máximo. La producción de alimentos a base del mismo es escasa debido a la falta de información en cuanto a sus propiedades nutricionales y medicinales.
En el Ecuador es nulo o escaso las publicaciones científicas acerca del estudio del contenido de capacidad antioxidante, compuestos volátiles y actividad antimicrobiana situación que limita el contenido de estos productos y su posterior  uso agroindustrial.
En la provincia Bolívar es la principal productora de cultivos de Mashua  y existe un total desconocimiento de los beneficios que aporta este tubérculo para la salud. Además, el consumo de este tubérculo en la provincia es escaso por lo que menciona los productores de este tubérculo ya está en peligro de extinguir.
De extenderse esta realidad estaremos perdiendo la oportunidad de estudiar a este tubérculo, en especial su contenido activo que permite brindar efectos de la actividad antioxidante y antimicrobiana.
Es escasa la disponibilidad de agentes microbianos derivados de otras fuentes y en tanto es urgente el interés en la búsqueda de productos de origen natural que contengan propiedades bioactivos con poder antioxidantes y antimicrobianas.
[bookmark: _Toc74599111][bookmark: _Toc84416178]Formulación del problema
Con base mencionado anteriormente, el presente trabajo investigativo tiene como propósito determinar la actividad antioxidante, compuestos volátiles y actividad antimicrobiana de este tubérculo Mashua cultivadas en las provincias de Bolívar y Tungurahua en estado de harina y estos se sometieron a diferentes métodos de extracción. 
Planteando la siguiente interrogante investigativa:
[bookmark: _Hlk82508981][bookmark: _Hlk82508887]¿Cuál es la capacidad antioxidante, compuestos volátiles y actividad antimicrobiana que presentan los extractos de las dos variedades de mashua en estudio?
[bookmark: _Toc74599112][bookmark: _Toc84416179]Sistematización del problema
Para la ejecución de esta investigación se despejó interrogantes científicas metodológicas que favorecen el cumplimiento del objetivo general; nos planteamos las siguientes preguntas de investigación:
¿Cuál es el mejor método de extracción de extractos de las dos variedades de mashua en estudio?
¿Cuáles son los extractos que presenta mayor actividad antioxidante?
¿Cómo caracterizar químicamente los extractos obtenidos mediante cromatografía de gases?
¿Presentara actividad antimicrobiana los extractos obtenidos?
[bookmark: _Toc74599113][bookmark: _Toc84416180]Justificación de la investigación
La presente investigación tiene como finalidad el estudio de la capacidad antioxidante, compuestos volátiles y actividad antimicrobiana de las dos variedades de mashua cultivadas en las provincias de Bolívar y Tungurahua de este tubérculo no existen estudios previos realizados que se hayan publicado en revistas, ni tampoco existen temas de investigación en la Universidad Estatal de Bolívar, solo constan estudios realizados en otros tipos de tubérculos como la papa, yuca, camote, papa china y remolacha, estudiados por (Yazuma & Pilco, 2018). 
Entre los tubérculos existentes se ha estudiado a las dos variedades de mashua por su elevado contenido de propiedades medicinales y nutricionales ya que forma parte de la seguridad alimenticia  y lo conocen a este tipo de tubérculo como superalimento ya que nos aportan macro y micronutrientes que contienen metabolitos secundarios que al consumir de forma natural ayudan que contribuyan las propiedades captadoras de radicales libres, lo que refiere a la actividad antioxidante que está relacionada en la prevención de enfermedades anticancerígenas, neuroprotectoras, desinflamantes y antivirales, y también en la práctica ancestral lo usan para ausentar plagas de cultivos vecinos ya que este tubérculo genera metabolitos que ayudan al control de plagas es decir contiene propiedades antimicrobianos Leidi E., (2018), en tanto que ayuda y favorece al conocimiento de los agricultores para extender sus cultivos de las comunidades andinas a través del autoconsumo y  mejorar su rentabilidad económica y a la vez incita al estudio de estos tipos de tubérculos producidas en la provincia y el país. Con lo mencionado se lograra la cooperación de conocimiento para futuras investigaciones ya sean en tubérculos, vegetales, hortalizas  o frutas por profesionales de esta área. 


[bookmark: _Toc74599114][bookmark: _Toc84416181]CAPÍTULO III
[bookmark: _Toc74599115][bookmark: _Toc84416182]MARCO TEÓRICO
[bookmark: _Toc74599116][bookmark: _Toc84416183]Antecedentes del Origen Vegetal de la mashua
La especie es herbácea perenne que desarrolla tubérculos, semirastrera o trepadora y alcanza los 2 metros de altura. La mashua es de alto rendimiento y produce entre 9 y 70 tm/ha. La planta alcanza su mayor rendimiento entre 3500 y 3800 m de altitud. La productividad de la mashua ha superado a la de la papa en dos por uno ya que es muy tolerante, crece en suelos pobres y sin fertilizantes. (Bonete, 2016).
Este tubérculo es cultivado en altitudes entre 3700 a 4000 msnm, en pequeñas superficies de terreno que están asociadas con otros cultivos, es resistentes a plagas y enfermedades por lo que no requiere de la utilización de pesticidas y fertilizantes (Bonete, 2016).
[bookmark: _Toc74599117][bookmark: _Toc84416184]Mashua
La mashua es una especie rústica, que puede crecer bien a temperaturas bajas y en suelos pobres, sin necesidad de fertilizantes. Además, es resistente a nematodos, insectos y varias plagas, como el gorgojo de la papa por esta razón, en los Andes se siembra habitualmente como cerco perimétrico de protección de otros cultivos. Su ciclo de cultivo varía entre 6 y 9 meses, llegando a producir rendimientos superiores a los de otras tuberosas andinas (Manrique, 2013).
La mashua (Tropaeolum tuberosum) pertenece a la familia Tropaeolaceae. Es una planta originaria de los Andes centrales cuyo cultivo se concentra en Colombia, Bolivia, Ecuador y Perú entre los 3500 y 4100 metros de altitud. Presenta mayor rendimiento que el resto de tubérculos, crece con facilidad y es muy tolerante a las bajas temperaturas. Además, se considera un cultivo muy valioso ya que es resistente a muchos insectos, nematodos, hongos y otros patógenos (Campos et al, 2018).
[image: ]
[bookmark: _Toc82156892] Figura 1: Mashua andina (Tropaeolum tuberosum Ruíz y Pavón)
Los tubérculos de la mashua tienen un elevado contenido de proteínas (mayores a los de la papa, oca y olluco), carbohidratos, fibra, ácido ascórbico (vitamina C) y calorías. También contienen una elevada concentración de glucosinolatos aromáticos que al ser hidrolizados se transforman en isotiocianatos, compuestos químicos responsables de otorgar el típico sabor picante a los tubérculos, los isotiocianatos son conocidos por sus propiedades antibióticas, insecticidas, nematicidas, anticancerígenas y diuréticas, lo que contribuye a sustentar el uso tradicional de la mashua en la medicina folclórica de los Andes (Manrique, 2013).
En el Ecuador se cultiva en provincias como: Chimborazo, Pichincha, Cotopaxi, Cañar, Bolívar, Imbabura y el Carchi en la parte del Callejos Andino. Según el INIAP (Instituto Nacional de Investigación Agropecuaria) en el Ecuador, la mashua se cultiva junto con la oca, y el melloco en forma asociada y no se tiene una extensión de cultura real de este tubérculo andino (INIAP, 2010).
La producción de raíces y tubérculos andinos está concentrada en la región andina del Ecuador en esta zona se identificó como limitante de producción ya que en el lugar habita población mestiza e indígena con una limitada organización campesina donde existen pocos proyectos estatales de organizaciones privadas (Manrique, 2013).
Existe una gran variabilidad de genotipos de mashua en términos de forma y color. El color varía de blanco a amarillo, existiendo también algunas variantes rojas o moradas. Esta diversidad parece estar correlacionada con el contenido de compuestos bioactivos presentes. Algunos estudios indican que la mashua morada tiene mayor capacidad antioxidante que la amarilla y presenta un contenido en compuestos fenólicos alto y similar al encontrado en otros alimentos antioxidantes de refiere (Chirinos, y otros, 2008).
Además, también se emplea como antibiótico y para el tratamiento de úlceras en la piel, diabetes y recuperación postparto. Algunos extractos de mashua ricos en tiocianatos han mostrado actividad anti carcinogénica in vitro en líneas celulares de cáncer de colon y próstata (Campos, & Pedreschi, 2018).
[bookmark: _Toc74599118][bookmark: _Toc84416185]Clasificación taxonómica
[bookmark: _Toc82156868]Tabla 1 La clasificación taxonómica 
	Nombre Científico
	Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavón

	Reino:
	Plantae

	Filo:
	Angioespermae

	Clase:
	Dicotiledonease

	Orden:
	Brassicales

	Familia
	Tropaeolaceae

	Género
	Tropaeolum

	Especie:
	T. Tuberosum


Autor: (PERU ECOLOGICO, 2017).
[bookmark: _Toc74599119][bookmark: _Toc84416186]Características agronómicas 
La producción más alta se encuentra en las zonas de Suni y Puna al sur de Perú y Bolivia, donde por lo general se cultiva en mezcla con otros tubérculos. Es una especie de cortos días ya que necesita de 10 a 12 horas de luz para desarrollar el tubérculo y el período vegetativo es de 175-245 días (6-8meses). Su crecimiento puede tolerar temperaturas bajas y resiste el ataque de insectos y plagas. Este tubérculo es muy tolerante, por ello puede cultivarse en suelos pobres sin uso de fertilizantes y pesticidas; aun en estas condiciones, su rendimiento puede duplicar al de la papa. Sus suelos requieren desde pH ligeramente acido de 5 a 6, aunque también se desarrolla entre pH 5.3-7.5. Se asocia con olluco, oca y papas nativas por su capacidad de control nematicida e insecticida (Pacco, 2015).
[bookmark: _Toc74599120][bookmark: _Toc84416187]Etapas de cultivo de la mashua 
La cantidad de semilla depende del tamaño de los tubérculos, de la distancia entre plantas y surcos, siendo el tamaño ideal de 40 a 60 gramos (Espinoza , 2017).
Manejo del cultivo: el manejo del cultivo de la mashua, son las operaciones que requieren desde la siembra hasta la cosecha, con el fin de darle las condiciones favorables para el desarrollo de la planta y son: control de malezas, aporque, fertilización, riegos, control de plagas y enfermedades. (Espinoza , 2017).
[bookmark: _Toc74599121][bookmark: _Toc84416188]Fases fenológicas de la mashua
Los agricultores afirman que la cosecha se realiza cuando las hojas cambian su color verde a amarillento, lo que ocurre más o menos entre 5 a 6 meses de edad del cultivo (Yzarra & Lopez, 2012).
	1. Emergencia
	2. Formación de estolones 
	3. Tuberización
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	Los brotes emergen a la superficie del suelo.
	Aparecen estolones de la raíz principal. Se debe de anotar el inicio de esta fase cuando los estolones tengan de 3 a 5 cm de longitud.
	Cuando se aprecia un pequeño abultamiento, ligeramente alargado, en el extremo terminal de los estolones.

	4. Floración
	5. Fructificación 
	6. Maduración 
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	Se abren las primeras flores.
	Los primeros frutos inician su madurez.
	Los tubérculos alcanzan el color y tamaño propio de la variedad. Las hojas cambian su color hacia el amarillo pálido.


[bookmark: _Toc82156893]Figura 2: Fases fenológicas de la mashua
Fuente: (Yzarra & Lopez, 2012).
[bookmark: _Toc74599122][bookmark: _Toc84416189]Descripción botánica
Es una planta herbácea de tallos cilíndricos y hábitos rastreros, tiene crecimiento erecto cuando es tierna y de tallos postrados con follaje compacto cuando madura, lo que les permite competir ventajosamente con las malas hierbas. Las hojas son alternas, de 3-5 lóbulos, con nervaduras pronunciadas. Las flores son solitarias de diferentes colores que van de anaranjadas o rojizas (figura 3), el número de estambres es variable puede ser de 8-13. El tiempo de duración de la flor abierta varía entre 9 a 15 días. El fruto es esquizocarpo, el cual produce abundante semilla botánica (Beltran & Mera, 2013).
[image: ]
[bookmark: _Toc82156894]Figura 3: Diferentes órganos de T. tuberosum variedad amarilla: hojas, tallo y flor. 
Fuente: (Manrique et al, 2013).
Los tubérculos, son parecidos a la oca, pero según Beltran & Mera, (2013) se los diferencia porque tienen forma cónica alargada, son de yemas profundas, y de varios colores: gris, blanco, amarillo, rojizo, morado y negro, generalmente con jaspes oscuros, rayas o pintas cortas, moradas o púrpuras, y mayor concentración de yemas en la parte distal (figura 3). Además, indica que el tubérculo es arenoso y posee un sabor fuerte que lo hace menos aceptable que la oca.
[image: ]
[bookmark: _Toc82156895]Figura 4: Cultivos de tubérculos andinos: oca (Oxalis tuberosaMolina), ulluco (Ullucus tuberosusCaldas) y mashua (Tropaeolum tuberosum Ruíz & Pavón)

[bookmark: _Toc74599123][bookmark: _Toc84416190]Variedades nativas
Según Beltran & Mera, (2013) existen más de 100 variedades de T. tuberosum que han sido reconocidos, pero no existen estudios profundos sobre ello. Algunos investigadores los clasifican de acuerdo al color, tipo y distribución de colores.
[image: ]
[bookmark: _Toc82156896]Figura 5: Algunas variedades de mashua
Fuente: (Ebay. Mashua “lágrimas de sangre” [en línea], 2017).

Su cultivo es muy similar a la papa y en cuanto a su contenido de almidón y valor nutricional son también muy parecidos. Por ser una planta de los Andes, es resistente a altas temperaturas. Los suelos sembrados con papa pueden ser utilizados para su cultivo; así como también los suelos desgastados y abonados con materia orgánica (Espin, 2013).
Se la cosecha luego de 5 o 6 meses en sus distintas variedades y luego de 8 meses en cosechas tardías, en los meses de septiembre y octubre; es sembrada a 1 metro de distancia entre una y otra planta, puede alcanzar estaturas comprendidas entre 35 cm a los 70 cm. Para su desarrollo la temperatura óptima es entre 12 y 14ºC y puede almacenarse por hasta seis meses en lugares con ventilación y fríos (Espin, 2013).
[bookmark: _Toc74599124][bookmark: _Toc84416191] Composición química de la mashua 
Este tubérculo andino posee un alto valor nutritivo y un contenido de agua comparativamente alta, que van desde 79 a 94% en la materia fresca o comestible. La principal contribución nutricional de mashua es su alto contenido de hidratos de carbono, en particular de almidón, y también de los azúcares con un (20%). (Morillo, 2016).
El contenido de proteína del tubérculo mashua en la materia fresca es alto (15%) y se aproxima a los valores de patata además de 77,37 m/100 g de materia fresca de ácido ascórbico. Contiene todos los aminoácidos esenciales excepto histidina; la población acostumbra a comer los tubérculos hervidos como ingredientes sea en mermeladas o en sopas. También posee propiedades medicinales potenciales para la fármaco-12 industria, y tradicionalmente han sido utilizados como antibacteriales, insecticidas, nematicidas (Aruquipa et al, 2017).
Al igual que otras Tropaeolaceae, T. tuberosum contiene isotiocianatos presentes como glucosinolatos, compuestos similares a los encontrados en otras crucíferas y también conocidos como aceites de mostaza. Su sabor picante es producido por los isotiocianatos de p-metoxibencilo, los cuales disminuyen por: la acción de la luz solar, el remojo y la cocción (Morillo, 2016).
Las poblaciones indígenas de escasos recursos utilizan la mashua para tratamientos antiinflamatorios de la próstata, lo que se atribuye a su propiedad de reducir los niveles de testosterona.
[bookmark: _Toc82156869]Tabla 2 Composición química de la mashua
	COMPOSICIÓN
	UNIDADES
	RANGO

	Energía
	(kcal)
	35-52

	Humedad
	(%)
	79,2-93,8

	Proteína
	(g)
	1,1-2,7

	Carbohidratos
	(g)
	7,0-10,5

	Fibra
	(g)
	0,5-1,5

	Cenizas
	(g)
	0,6- 1,1

	Grasas
	(g)
	0,5- 0,9

	Azucares
	(g)
	5,37- 9,33

	Potasio
	(mg)
	1,28- 1,76

	Fosforo
	(mg)
	0,61- 0,83

	Calcio
	(mg)
	10-13

	Hierro
	(mg)
	0,8 – 1,1

	Vitamina A
	(mg)
	09 -12

	Tiamina
	(mg)
	0,1

	Rivoflavina
	(mg)
	0,12

	Niacina
	(mg)
	0,67

	Vitamina C
	(mg)
	77,5

	B- Caroteno
	(µg)
	10


Fuente: (Aruquipa et al, 2017).
[bookmark: _Toc74599125][bookmark: _Toc84416192]Usos del tubérculo Tropaeolum tuberosum
La utilización de la mashua es variada en la alimentación, medicina y planta ornamental. Los tubérculos son expuestos al sol para aumentar su contenido de azucares antes de ser cocinados, igualmente es usada como componente en sopas, postres y mermeladas. Mientras que las flores y brotes tiernos son consumidos en ensaladas, cocidos o encurtidos en vinagre; en las zonas rurales de los andes se prepara en forma de sancochado, asada o como thayacha que consiste en exponer los tubérculos por una noche a los efectos de la helada y al día siguiente se comen, acompañados de miel de caña (Bonete, 2016).
[bookmark: _Toc74599126][bookmark: _Toc84416193]Acción farmacológica
El tubérculo de la mashua posee glucosinolatos, los cuales proporcionan efectos beneficiosos para el sistema inmunológico y podrían proteger al organismo humano contra el cáncer, pero su consumo en exceso podría tener efectos perjudiciales sobre el sistema nervioso (Espin, 2013).
[bookmark: _Toc74599127][bookmark: _Toc84416194]Anti-fertilidad 
Reduce el deseo sexual al disminuir la cantidad de testosterona y dihidrotestosterona en la sangre. Se cuenta que las tropas de los incas llevaban la mashua como fiambre para olvidarse de sus mujeres, disminuyendo parámetros espermáticos (número de espermatozoides y la motilidad de esperma) sin ejercer efectos tóxicos en los ratones (Chirinos, 2018).
[bookmark: _Toc74599128][bookmark: _Toc84416195]Efectos de los compuestos fenólicos sobre la salud
Los compuestos fenólicos son sustancias bioactivas que se encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal y son componentes importantes de la dieta humana. Los compuestos fenólicos que encontramos en los distintos alimentos vegetales constituyen una fracción muy compleja formada por una gran diversidad de compuestos, como flavonoides, antocianinas, flavonoles, flavonas, ácidos fenólicos, ligninas, estilbenos, entre otros, y algunos todavía no identificados. Estudios epidemiológicos y de intervención dietética muestran que el consumo de alimentos ricos en compuestos fenólicos es inversamente proporcional a la prevalencia de 9 diabetes (Tan & Chang, 2017).
Varios trabajos han demostrado que los compuestos fenólicos desempeñan un papel como antioxidantes a través de la restauración de enzimas antioxidantes o atrapando especies reactivas de oxígeno, contribuyendo así a la atenuación del estrés oxidativo, condición asociada al desarrollo de la resistencia a la insulina y la disfunción pancreática (Alkhalidy, Wang , & Liu, 2018).
Adicionalmente, los compuestos fenólicos pueden ejercer un papel regulador de los niveles de glucosa en sangre por otros mecanismos que incluyen la inhibición del transporte de glucosa en el intestino delgado, aumentando la eliminación de glucosa en los tejidos y protegiendo y regenerando las células dañadas y/o potenciando la secreción de insulina pancreática (Alkhalidy, Wang , & Liu, 2018).
[bookmark: _Toc84416196]Liofilización
La liofilización es un método de almacenamiento prometedor que se puede utilizar para conservar diversas sustancias a temperatura ambiente (Charoenviriyakul, Takahashi, Nishikawa, & Takakura, 2018). La tecnología de liofilización se aplica  en el desarrollo de investigaciones, tanto en alimentos, como en otras matrices, con   la finalidad de aumentar su impacto en la rentabilidad (Caballero, Márquez, & Betancur, 2017).
Los autores Colchado & Velásquez (2015), mencionan: “Que la liofilización es un proceso que se aplica en tres grandes categorías de productos biológicos”:
· Materiales no vivientes tales como plasma sanguíneo, suero, soluciones, hormonas y productos farmacéuticos.
· Trasplantes quirúrgicos de especies tales como piel, arterias y huesos.
· Células vivas destinadas a permanecer en ese estado por largos periodos de tiempo tales como bacterias, levaduras y virus, además de los alimentos, pero no células de mamíferos.
[bookmark: _Toc84416197]Etapas del proceso de liofilización
Congelación
En la etapa de congelación, el producto es sometido a bajas temperatura para que  el agua que contiene el producto pase de fase líquida a fase sólida buscando la redistribución del soluto y una concentración relativa de la congelación parcial del agua, con el fin de facilitar la etapa de secado (Vargas, 2015).
Secado primario
En el secado primario, el producto congelado se calienta bajo condiciones de vacío para retirar el agua por sublimación (Vargas, 2015).
Secado secundario
El secado secundario se realiza por evaporación del agua que no se sublima en la etapa se secado primario, donde se eleva la temperatura de la matriz de alimento, para el inicio de esta etapa el producto debe contener menos del 3% del contenido de agua inicial (Vargas, 2015).
[bookmark: _Toc84416198]Extracto vegetal
Se han definido como un concentrado obtenido por el tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca (Lizcano & Vergara, 2008).
Cuando la materia vegetal seca se pone en contacto con el solvente se inicia un proceso opuesto al del secado, es decir, se reconstituye el estado original de la célula. El proceso extractivo empieza cuando el solvente penetra en la célula, logrando sacar el aire contenido en el citoplasma. Para el aislamiento de metabolitos secundarios los solventes más empleados son: agua, alcohol etílico, glicerina, propilenglicol y sus mezclas (Sulca, 2010).
Un extracto vegetal puede ser líquido, semisólido o en polvo y se puede obtener por procesos físicos, químicos y/o microbiológicos, a partir de una fuente vegetal y puede ser utilizado en cualquier campo de la tecnología (Lizcano & Vergara, 2008).
[bookmark: _Toc74599129][bookmark: _Toc84416199]Métodos de Extracción
[bookmark: _Toc74599130][bookmark: _Toc84416200]La extracción Soxhlet
Es una técnica de lixiviación comúnmente utilizada para la extracción de compuestos fenólicos, trabaja con menos tiempo y solvente que otros métodos convencionales como la maceración, generando así un elevado rendimiento en cuanto a transferencia de masa a partir de una muestra (Alara, & Ukaegbu, 2018).
[bookmark: _Toc74599131][bookmark: _Toc84416201]Fluidos supercríticos 
Se denomina fluido supercrítico a cierta sustancia pura que se encuentra operando en condiciones de presión y temperatura por encima de su punto crítico; en un diagrama de fases esta zona se designa como “estado supercrítico” y exhibe propiedades peculiares en los compuestos, de modo que presentan características tanto de líquidos como de gases, esta particularidad les permite tener alta densidad, baja viscosidad y elevada difusividad que son propiedades susceptibles a cambios ya sea por efecto del aumento o disminución de presión o temperatura (Cardona & Orrego, 2009).
Operacionalmente es una técnica continua-discreta, donde se procede a colocar la muestra vegetal en un soporte de dedal, este se llena de disolvente fresco condensado desde un matraz de destilación hasta que llega al punto de desbordamiento donde es aspirado por un sifón llevando los compuestos requeridos en el solvente nuevamente hacia el equipo de destilación. Para concluir con la extracción se debe llevar a cabo un proceso de evaporación y concentración (Luque de Castro, Ruiz Jimenez, & Garcia Ayuso, 2013).
[image: ]
[bookmark: _Toc82156897]Figura 6 Diagrama de fases para el 
Fuente: (Luque de Castro, Ruiz Jimenez, & Garcia Ayuso, 2013)
La extracción mediante fluido supercrítico
Es una operación unitaria que se utiliza comúnmente en la obtención de compuestos activos de una matriz vegetal por transferencia de masa a partir del uso de un agente extractor en estado supercrítico. 
Esta tecnología reemplaza los métodos de separación tradicionales gracias a ciertas ventajas que presenta, una de ellas es que su procedimiento es amigable con el medio ambiente debido a que no usa sustancias tóxicas o en caso de hacerlo, en pequeñas cantidades, además no necesita ningún proceso de separación previo o adicional y debido a que trabaja con fluidos supercríticos es posible ajustar el poder de solvatación del mismo manipulando ciertas variables permitiendo realizar extracciones selectivas, rápidas y efectivas en las que se proporciona un extracto estable y uniforme (Favareto et al., 2017; Bisher et al., 2017).
La extracción se lleva a cabo bajo cuatro etapas generales, la primera es un ajuste de temperatura mediante resistencias que aportan energía térmica, el solvente previamente escogido se calienta hasta elevarlo por encima de su temperatura crítica. La segunda etapa es un proceso de presurización en la que el disolvente ya calentado llega a un valor superior a su presión crítica. La tercera etapa es la fase de extracción y el fluido ya en las 10 condiciones deseadas permanece en contacto con la muestra que lleva consigo el soluto. Por último, queda la etapa de separación, aquí el gas se descomprime por debajo de su presión crítica dejando al soluto libre en el recipiente del equipo (Ramirez,  2017).
[bookmark: _Toc84416202]Extracción con CO2 como fluido supercrítico
El disolvente más empleado en extracciones con fluido supercrítico es el CO2, esto gracias a las excelentes características que presenta frente a otros solventes, entre estas cabe mencionar que es una sustancia no tóxica, no inflamable, no corrosiva, con alta pureza, químicamente inerte y su adquisición es fácil y relativamente barata (Entrainer Hazuki et al., 2016). 
[bookmark: _Toc74599132][bookmark: _Toc84416203]Antioxidantes 
Un antioxidante dietético es sustancia que se localizan en alimentos de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos nocivos sobre las funciones fisiológicas saludables de los seres humanos.
Las propiedades antioxidantes no sólo deben estudiarse por sus interacciones químico biológicos, sino por su función en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos. Se emplean en la industria alimentaria adjuntados a las grasas u otros productos para retrasar los procesos de oxidación, y como efecto previenen el comienzo de la rancidez oxidativa (Coronado et al.,  2015).
[bookmark: _Toc74599133][bookmark: _Toc84416204]Antioxidante en alimentos
Quiñones, (2017) indica que en el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/antioxidantes, cuando este equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo el cual está implicado en muchos procesos fisiopatológicos. A medida que el individuo envejece dicho balance está a favor de los oxidantes, por lo tanto, el consumo de alimentos que contengan antioxidantes naturales es de vital importancia, ya que de esta manera se pueda conservar el equilibrio entre oxidantes/antioxidantes o incluso esté a favor de los antioxidantes
Se menciona que las células humanas producen por día 10.000 situaciones probables para generar radicales libres, dando lugar a que produzcan sus acciones nocivas sobre ciertas moléculas o procesos biológicos formando diversas patologías. Los efectos biológicos de los radicales libres son controlados en los seres vivos por una gama de mecanismos fisiológicos de defensa antioxidante, todos encaminados a evitar el exceso de oxidación a nivel celular, que es el causante de los trastornos de salud (Hartwig, 2015).
[image: Principales beneficios que presentan los polifenoles para la salud,... |  Download Scientific Diagram] 
[bookmark: _Toc82156898]Figura 7: Beneficios de los polifenoles para la salud
Fuente: (Sancho , 2014).

[bookmark: _Toc74599134][bookmark: _Toc84416205]Radicales libres, producción y acción 
Un radical libre es aquella figura química que tiene en su estructura uno o más electrones no apareados. Es altamente reactiva y clave para formar otros radicales libres 24 en cadena, además por la vida media que es de microsegundos, produce una rápida propagación con moléculas aledañas y mayor daño potencial.
De acuerdo Coronado et al. (2015), la liberación de los radicales libres en el ser humano se produce durante el metabolismo humano, y por agentes externos e internos como la polución industrial, tabaco, radiación, alimentos, aditivos químicos en los alimentos procesados y pesticidas. Se incluye además el metabolismo de algunos químicos y elevado estrés físico o psíquico.

[image: ]
[bookmark: _Toc82156899]Figura 8: Mecanismo anti radical de las moléculas antioxidantes
Fuente: (Ugartondo, 2009)
[bookmark: _Toc74599135][bookmark: _Toc84416206]Método capacidad antioxidante
[bookmark: _Toc74599136][bookmark: _Toc84416207]ABTS (ácido 2,2 azino-bis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico)) 
Según, Fonseca, (2017) este método se basa en la oxidación de ABTS con persulfato de potasio para convertirse en el radical libre ABTS+, el cual, da una coloración azul a la solución. Los fenoles, tioles o vitamina C presentes en la muestra eliminan el radical libre ABTS+ y lo convierten en su forma neutra incolora que se mide espectrofotométricamente. El ABTS absorbe una longitud de onda de 734 nm. Lo resultados se expresan como equivalentes de Trolox o TEAC (por sus siglas en inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Además, ABTS+ es soluble en solventes acuosos como orgánicos, por lo que se puede medir su capacidad antioxidante tanto en extractos hidrofílicos como en lipofílicos.
[bookmark: _Toc74599137][bookmark: _Toc84416208]Espectrofotometría Uv-Vis 
La espectroscopía UV- Vis se basa en el proceso de absorción de una molécula de la radiación electromagnética en el rango ultravioleta -visible (aproximadamente entre 200 y 700 nm). La absorción de radiación electromagnética en este rango provoca la excitación electrónica, es decir el paso del electrón a un nivel superior de energía (Domenech, 2017).
Scientific, (2016) establece que el instrumento Thermo Scientific NanoDrop One es un espectrofotómetro UV- Visible compacto y automático diseñado para el análisis de micro volúmenes de ácidos nucleicos y una amplia variedad de proteínas purificadas. El sistema de retención de muestras patentado permite la medición de muestras de alta concentración sin necesidad de dilución. También mide la variación de la absorbancia con la longitud de onda empleando sola micro-gota y opcionalmente en cubeta (NanoDrop One-C)
[bookmark: _Toc74599138][bookmark: _Toc84416209]Cromatografía de gases
Es un método que permite la separación de mezclas complejas. Pero una vez que han sido separados, detectados y cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema, el único dato con el que se cuenta para la identificación de cada uno de ellos es el tiempo de retención de los picos cromatográficos correspondientes. Siendo no suficiente este dato para una identificación inequívoca, en especial cuando se analiza muestras con un número elevado de componente (Gutierrez Gaiten , 2013).
[bookmark: _Toc84416210]Ensayo antimicrobiano
Los ensayos antimicrobianos es una forma que tienen los laboratorios para controlar los procesos infecciosos que se desarrollan en la vida diaria. El primer paso es lograr el aislamiento de la bacteria u hongo que produce un cuadro clínico mediante un cultivo. Se realizan entonces pruebas de sensibilidad in vitro, en las que se puede establecer la respuesta a cualquier tipo de antibiótico (OMS, 2015).
La medicina natural ha detectado el potencial de algunas plantas superiores como terapia anti infecciosa, para el uso de especies vegetales con base científica y a su vez la OMS ha estimado que el 80% de los habitantes de los países en desarrollo dependen de las plantas medicinales para satisfacer las necesidades de la población, los países tercermundistas poseen el primer lugar en los programas de estudio (OMS, 2015).
Se estableció un plan para la mejora en la salud de la población, esto abarca que se prevenga y erradique las distintas enfermedades mediante el uso de medicamentos alternativos obtenidos a base de plantas, los que son de muy bajo costo y de alta disponibilidad (OMS, 2015).
[bookmark: _Toc84416211][bookmark: _Toc74599139]Uso como agentes antimicrobianos
Las sustancias naturales se han utilizado desde épocas antiguas, como sustancias aromáticas y como preservantes. Sin embargo, estas cubren un amplio espectro de actividades tales como efectos farmacológicos, antiinflamatorios, antioxidantes, anticancerígenos y biocidas contra una amplia gama de organismos como: bacterias, hongos, virus, protozoos e insectos (Guiza & Rincon , 2007).
[bookmark: _Toc84416212]Descripcion de las bacterias 
[bookmark: _Toc84416213]Arcobacter spp
Son capaces de sobrevivir y crecer a condiciones aerobiosis y microaerofilia, en un rango de temperatura entre 15ºC a 37ºC, diferenciándose del género Campylobacter que solo lo hace en microaerofilia (Bayas, 2016).
Posen movilidad por medio de un solo flagelo polar desenfundado y exhibe un movimiento en sacacorchos vertiginoso, movimiento que les permite pasar los filtros de membrana que suele retener a la mayoría de otras bacterias, por lo que esta característica suele utilizarse para su aislamiento  (Banting & Figueras , 2017).
[bookmark: _Toc84416214]Eschericha coli spp
Esta bacteria pertenece a la familia Enterobacteriaceae, género Escherichia, es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no formador de esporas que está presente en el intestino de los animales y del hombre, así como también en suelos. Fue inicialmente descrito por Theodor Escherich en 1885 con el nombre de Bacterium coli, tras aislarlo a partir de muestras fecales procedentes de niños con enteritis (Jawetz, E & Melnick, E, 2008).

[bookmark: _Toc84416215]Salmonella spp
El género Salmonella es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, no formadora de esporas, que no requiere condiciones estrictas de crecimiento. Las bacterias de Salmonella spp. Son móviles (excepto S. Pullorum y S. Gallinarum) y desarrolla flagelos periferales. Pueden crecer en un rango de temperatura de 5-45ºC con una temperatura óptima entre 35-37ºC. Pueden crecer a pH bajos y son generalmente sensibles a altas concentraciones de sal. Son capaces de proliferar y sobrevivir en diversos ecosistemas tal como la producción de alimentos e instalaciones de procesamiento   (Bhunia A, 2008).
[bookmark: _Toc84416216] Actividad Antimicrobiana 
La mashua además de ser tolerante a las heladas, también tiene capacidad fungicida, nematicida e insecticida, debido a los glucosinolatos y sus derivados los isotiocianatos presentes en toda la planta. El origen de estas cualidades agronómicas, puede deberse a que el año ha evolucionado en las zonas más inhóspitas para la agricultura ya que los pobladores precolombinos hicieron un uso eficiente de las tierras marginales (Bonete, 2016).



[bookmark: _Toc74599140][bookmark: _Toc84416217]CAPÍTULO IV
[bookmark: _Toc74599141][bookmark: _Toc84416218]MARCO METODOLÓGICO
[bookmark: _Toc74599142][bookmark: _Toc84416219]Localización de la investigación 
La investigación se desarrolló en las instalaciones de los laboratorios de Investigación de la Universidad Estatal de Bolívar.
[bookmark: _Toc82156870]Tabla 3 Localización de la investigación 
	Ubicación 
	Localidad 

	País 
	Ecuador

	Provincia
	Bolívar

	Cantón 
	Guaranda

	Sector
	Laguacoto II

	Dirección 
	Vía Guaranda – San Simón Km 11/2


 Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
[bookmark: _Toc82156871]Tabla 4  Datos de la situación geográfica y climática.
	Parámetro 
	Valor

	Altitud
	2800 msnm

	Latitud
	01°34’15” sur

	Longitud
	70°0’02” oeste

	Temperatura mínima 
	8 °C

	Temperatura máxima
	13 °C

	Humedad 
	75 %


Fuente: (Estación Meteorológica de la Universidad Estatal de Bolívar. Laguacoto II, 2017).
[bookmark: _Toc74599143][bookmark: _Toc84416220]Zona de vida. (Zonificación ecológica)
Según la clasificación de las zonas de vida de L. Holdridge, el sitio corresponde al piso Bosque Húmedo Montano bajo o templado se extiende desde los 2.000 hasta los 3.000 m.s.n.m. con una temperatura de 12 a 18 °C. Con 2.000 mm de precipitación, cubre una superficie de 4.588 Km2 (14.7 %) de la superficie total.
[bookmark: _Toc74599144][bookmark: _Toc84416221]Ubicación de la materia prima
La muestra de mashua amarilla es proveniente de la parroquia Salinas cantón Guaranda provincia de Bolívar.
La muestra de mashua blanca es proveniente de la parroquia Quizapincha cantón Ambato provincia del Tungurahua.
[bookmark: _Toc74599145][bookmark: _Toc84416222]Material experimental
· Mashua Amarilla (Tropaeolum Tuberosum)
· Mashua Blanca (Tropaeolum Tuberosum)
[bookmark: _Toc74599146][bookmark: _Toc84416223]Material de oficina
· Libreta de apuntes
· Computadora
· Regla
· Calculadora
· Marcadores
· Hojas de papel bond
· Impresora
· Cinta adhesiva
· Escritorio
· Silla
· Regla
[bookmark: _Toc74599147][bookmark: _Toc84416224]Equipos y materiales (Preparación de la muestra)
[bookmark: _Toc74599148][bookmark: _Toc84416225]Equipos
· Balanza analítica
· Ultracongelador
· Liofilizador
· Molino eléctrico
[bookmark: _Toc74599149][bookmark: _Toc84416226]Materiales
· Cuchillos
· Envases plásticos
· Lavacaras
· Envases de vidrios
· Papel film
[bookmark: _Toc74599150][bookmark: _Toc84416227]Equipos, materiales y reactivos (Extracción de extractos)
[bookmark: _Toc74599151][bookmark: _Toc84416228]Equipos
· Balanza analítica (marca OHAUS, país de origen Europa)
· Ultracongelador (marca Panasonic, serie 17087N0293, país de origen Canada)
· Liofilizador  (marca CHRIST, serie 23982, país de origen Germany)
· Molino eléctrico (marca Retsch, serie 1215240818M, país de origen Germany)
· Equipo Soxhlet  (marca LASSCO, país de origen)
· Rotaevaporador  (marca SELECTA, país de origen Barcelona)
· Extractor de fluidos supercríticos (marca Applied Separations, serie 710200066440, país de origen USA)
[bookmark: _Toc74599152][bookmark: _Toc84416229]Materiales 
· Envases plásticos 
· Peladores
· Vasos de precipitación 
· Probetas
· Viales de vidrio
· Envases de vidrio color ámbar
· Dedales 
· Espátula
[bookmark: _Toc74599153][bookmark: _Toc84416230]Reactivos
· Metanol  (marca Fisher chemical, país de origen Canadá)
· CO2 (marca Linde, país de origen Ecuador- Guayaquil)
[bookmark: _Toc74599154][bookmark: _Toc84416231]Equipos, materiales y reactivos (Capacidad antioxidante)
[bookmark: _Toc74599155][bookmark: _Toc84416232]Equipos 
· Balanza analítica (marca OHAUS, país de origen Europa)
· Extractora de gases (marca Flores Valles, serie FL 6155, país de origen España)
· Vortex (marca Fisher Scientific, país de origen USA)
· Nanodrop  (marca Thermo SCIENTIFIC, país de origen USA)
[bookmark: _Toc74599156][bookmark: _Toc84416233]Materiales
· Vasos de precipitación
· Balones de aforo 
· Erlenmeyer
· Espátula
· Papel aluminio
· Pipetas automáticas
· Puntas de 10, 250 y 1000µl
· Tubos de Eppendorf
[bookmark: _Toc74599157][bookmark: _Toc84416234]Reactivos
· 2,2-Azino-bis( 3- ethylbenzothiazoline-6-sulfinic acid) diammonium (marca SIGMA ALDRICH, país de origen USA)
· Persulfato de potasio (marca SIGMA ALDRICH, país de origen USA)
· Sodium phosphate monobasic monohydrate (marca SIGMA ALDRICH, país de origen India)
· Potassium phosphate dibasic anhydrous (marca Fisher Chemical, país de origen USA)
· Hidroxy 2-5-7-8 ( Trolox) (marca  ACROS, país de origen USA)
[bookmark: _Toc74599158][bookmark: _Toc84416235]Equipos, materiales y reactivos (Cromatografía de gases)
[bookmark: _Toc74599159][bookmark: _Toc84416236]Equipos
· Balanza analítica (marca OHAUS, país de origen Europa)
· Vortex (marca Fisher Scientifc, país de origen USA)
· Espectrómetro de masas (marca Agilent Technologies 5977 AMSD, serie US1439M1416, país de origen USA)
· Cromatografía de gases (marca Agilent Technologies 7890A, serie CN12181050, país de origen USA)
· Extractora de gases (marca Flores Valles, serie FL 6155, país de origen España)
[bookmark: _Toc74599160][bookmark: _Toc84416237]Materiales
· Espátula 
· Viales scrrew 2 mL (marca Agilent Technologies, serie 5182-0716 país de origen USA)
· Filtros agilent 0,45µm (marca Agilent Technologies, serie 51905262, país de origen USA)
· Insertos  (Agilent Technologies, serie 5181-1270, país de origen USA)
[bookmark: _Toc74599161][bookmark: _Toc84416238]Reactivos
· Hexano HPLC (marca Fisher chemical, país de origen Canadá)
· Helio (marca Linde, país de origen Ecuador- Guayaquil)
[bookmark: _Toc74599162][bookmark: _Toc84416239]Equipos, materiales y reactivos (Actividad antimicrobiana)
[bookmark: _Toc74599163][bookmark: _Toc84416240]Equipos
· Cámara de flujo laminar (marca Jpinglobal, serie 004582615, país de origen Colombia)
· Autoclave  (marca Bioclave)
· Balanza analítica (marca OHAUS, país de origen Europa)
· Incubadora  (marca Memmert, origen Alemania)
· Refrigerador
· Vortex  (marca Fisher Scientific, país de origen USA)
· Cuenta colonias (marca TECHINE, serie R000100015, origen Italia)
[bookmark: _Toc74599164][bookmark: _Toc84416241]Materiales 
· Cajas Petri
· Papel film
· Aza
· Isópodo 
· Pipetas
· Erlenmeyer
· Probeta
· Tubos de eppendorf
[bookmark: _Toc74599165][bookmark: _Toc84416242]Reactivos
· Agar muller hinton (marca acumedia, país de origen USA)
· Agar nutrient (marca BD, país de origen Francia)
· Agar XLD (marca acumedia, país de origen USA)
· Etanol 99,6% (marca PanReac, país de origen España)
[bookmark: _Toc74599166][bookmark: _Toc84416243]Métodos 
[bookmark: _Toc74599167][bookmark: _Toc84416244]Factores en estudio 
La presente investigación se considerará dos factores; factor A, variedades de tubérculos, factor B, Métodos de extracción (Extracción por Soxhlet, Extracción por fluidos supercríticos).


[bookmark: _Toc82156872]Tabla 5  Factores de estudio
	Factores
	Código
	Niveles

	Variedades de tubérculos
	A
	a1: Mashua Amarilla
a2: Mashua Blanca

	Métodos
	B

	b1: Extracción por Soxhlet
b2: Extracción por fluidos supercríticos


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Cada unidad experimental está formada de 2000 g, bajo el diseño (A*B).
[bookmark: _Toc74599168][bookmark: _Toc84416245]Tratamientos 
[bookmark: _Toc82156873][bookmark: _Toc63083032]Tabla 6 Combinación de las variedades del tubérculo y los tipos de extracciones. 
	Tratamiento
	Código
	Descripción

	T1
	a1b1
	Mashua amarilla
	Extracción por Soxhlet

	T2
	a1b2
	Mashua Amarilla
	Extracción por fluidos supercríticos

	T3
	a2b1
	Mashua Blanca
	Extracción por Soxhlet

	T4
	a2b2
	Mashua Blanca
	Extracción por fluidos supercríticos


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).











[bookmark: _Toc61470220][bookmark: _Toc63083033][bookmark: _Toc74599169][bookmark: _Toc84416246]Características del experimento
[bookmark: _Toc82156874]Tabla 7  Características del experimento
	Característica del experimento
	Detalle

	Factor de estudio (FE)
	2

	Tratamientos (t)
	4

	Repeticiones de aplicación (r)
	3

	Unidades Experimentales (t*r)
	8

	Tamaño Unidad Experimental
	2000 g


[bookmark: _Toc61470221][bookmark: _Toc63083034]Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
[bookmark: _Toc74599170][bookmark: _Toc84416247]Diseño experimental
Se aplicará un Diseño A*B con arreglo factorial 
Modelo de diseño 

Donde:
Yijk= Variable sujeta de medición  
μ= Media General 
Ai= Efecto del Factor A 
Bj= Efecto del Factor B  
ABij= Efecto de la Interacción (A x B) 
Єijk= Efecto del Error Experimental  


[bookmark: _Toc82156875]Tabla 8 Modelo de análisis de varianza
	Fuente de variación
	Suma de cuadrados
	Grados de libertad
	Cuadrado medio
	F calculada
	F tablas

	Factor A
	-

	a – 1
	SCA/(a-1)
	CMA/CME
	gl A/gl E

	Factor B
	-

	b – 1
	SCB/(b-1)
	CMB/CME
	gl B/gl E

	Interacción AB
	-

	(a-1)(b-1)
	SCAB/(a-1)(b-1)
	CMAB/CME
	gl AB/gl E

	Error
	SCE=SCT-SCA-SCB-SCAB
	ab (n – 1)
	SCE/ab(n-1)
	
	

	Total
	
	(nab – 1)
	
	
	


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).

1.6. [bookmark: _Toc47966740][bookmark: _Toc47966847][bookmark: _Toc47967266][bookmark: _Toc47967670][bookmark: _Toc47971194][bookmark: _Toc47971342][bookmark: _Toc47971491][bookmark: _Toc47971640][bookmark: _Toc47971789][bookmark: _Toc48038807][bookmark: _Toc61876538][bookmark: _Toc62069185][bookmark: _Toc62074789][bookmark: _Toc62131291][bookmark: _Toc63080661][bookmark: _Toc63080821][bookmark: _Toc63082956][bookmark: _Toc63083035][bookmark: _Toc74598700][bookmark: _Toc74599171][bookmark: _Toc74954017][bookmark: _Toc75543195][bookmark: _Toc75543566][bookmark: _Toc78746708][bookmark: _Toc78746881][bookmark: _Toc79697538][bookmark: _Toc80124354][bookmark: _Toc80124491][bookmark: _Toc80996539][bookmark: _Toc81416807][bookmark: _Toc81572594][bookmark: _Toc82156819][bookmark: _Toc82156990][bookmark: _Toc84415009][bookmark: _Toc84415753][bookmark: _Toc84416248]
· Prueba tukey a 5 % para comparar promedios de tratamientos
· Prueba de tukey al 5 % para comparar promedios del factor A y B
Análisis de resultados
Para el análisis de resultados se utilizó el paquete estadístico Statgraphics y se presenta los resultados en tablas.


[bookmark: _Toc74599172][bookmark: _Toc84416249]Manejo del experimento
La preparación de las muestras a los diferentes niveles de procesamiento:
· Recepción: Se procedió a receptar la Mashua amarilla proveniente de la parroquia Salinas, cantón Guaranda, provincia Bolívar y la Mashua blanca provenientes de la parroquia Quisapincha, cantón Ambato, provincia de Tungurahua.
· Clasificación: Se realizó la clasificación de los dos tubérculos, controlando que no tenga ningún tipo de daño.
· Lavado: Los tubérculos se lavaron con agua potable para limpiar las impurezas y las suciedades que contengan.
· Pelado: Se realizó sus respectivos pelados a los tubérculos con la finalidad que extraer la cascara.
· Ultracongelado: Se sometió a ultra-congelación las muestras preparadas a una temperatura de -81°C.
· Liofilizado: Se coloca las muestras en el equipo luego se acondiciona el liofilizador, calentamiento de la bomba de vacío por 20 minutos a -57°C, y el secado principal durante 12 horas a presión de 0,03 milibares, y el secado final durante 36 horas a presión de 0,03 milibares.
· Molido: Se introduce las muestras liofilizadas en un molino eléctrico con la finalidad de reducir el tamaño de las partículas.
[bookmark: _Toc74599173][bookmark: _Toc84416250]Tipo de análisis
A continuación, se detalla los análisis realizados a las matrices de estudio.
Seguido se obtiene los resultados en la pantalla.
[bookmark: _Toc74599175][bookmark: _Toc84416251]Humedad 
Se realizó la determinación de humedad mediante la norma técnica AOAC 925.10.
[bookmark: _Toc74599176][bookmark: _Toc84416252]Cenizas
Se determinó la cantidad de cenizas que tienen las matrices de estudio mediante el método AOAC 923.03.
[bookmark: _Toc74599177][bookmark: _Toc84416253]Grasa
Se determinó la cantidad de grasa que tienen las muestras de estudio mediante AOAC 2003.06.
[bookmark: _Toc63083037][bookmark: _Toc74599178][bookmark: _Toc84416254] Fibra
Se determinó la cantidad de fibra mediante la norma WEENDE. 
Proteína 
Se determinó la cantidad de proteína en las muestras mediante la norma UNE-EN 15104.
[bookmark: _Toc74599179][bookmark: _Toc84416255]Extracciones 
[bookmark: _Toc74599180][bookmark: _Toc84416256]Extracción por el método Soxhlet
Se procede a revisar las condiciones de trabajo (temperatura y solvente)
· Se pesa 10 g de cada matriz de estudio en los dedales (mashua amarilla y mashua blanca).
· Se coloca dos balones de 1000 mL en las mantas de calentamiento.
· Se añade 400 mL de metanol en cada balón de 1000 mL.
· Colocar los dedales de cada matriz pesada en cada cuerpo extractor.
· Se procede a sujetar con un soporte universal tanto para el cuerpo extractor  y el balón que contiene el solvente para que no exista movimiento.
· Luego se procede a colocar el refrigerante con sus instalaciones correctas (mangueras de Silicona).
· Encender las mantas de calentamiento.
· Encender el equipo de Soxhlet considerando el reflujo de agua.
· Con la ayuda de un termómetro infrarrojo laser controlamos la temperatura por lo general no debe exceder a más de 60°C porque se destruye los componentes termolábiles de las matrices.
· Se espera que realice 7 reflujos en la cual obtuvimos un extracto de cada matriz.
[bookmark: _Toc74599181][bookmark: _Toc84416257]Extracción por fluidos supercríticos
· La extracción se realizará en un sistema Helix SFE, que consiste básicamente en un depósito de disolvente (CO2, Linde SA con 99, 95% de pureza), un módulo de bomba de CO2 / módulo de control y un vaso o módulo base.
· En cada extracción, el recipiente se carga con 15 g de muestra molida aun cierto tamaño de tamiz, se trabajará a temperatura y presión constantes considerando un tiempo estático de 30 min y un tiempo dinámico de 2 horas. 
· Las extracciones se realizaron a temperatura de 50°C y presión de 200 Bar. Con un caudal volumétrico de CO2 de 1L ± 0,5 L/min. 
· El extracto se recolecto en un vial de 50 mL se almacena a -10°C. 
· Todas las pruebas se realizaron 7 veces.
[bookmark: _Toc74599182][bookmark: _Toc84416258]Método para la determinación de la capacidad antioxidante.
[bookmark: _Toc74599183][bookmark: _Toc84416259][bookmark: _GoBack]Ensayo ABTS
Ensayo de actividad antioxidante total. La actividad antioxidante total se mide de acuerdo con el método descrito por Hsu et al. (2003). 
Procedimiento para preparar las diluciones para ABTS
Se pesa 7,68 mg de 2,2-Azino-bis (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfinic acid) diammonium con el ≥ 98 %.
Se pesa 1,324 mg Persulfato de Potasio
Se diluyen con 2 mL de agua destilada cada uno de los reactivos
Se  juntan los dos reactivos y se cubre con papel aluminio y se deja por 16 horas en refrigeración.
Preparación del buffer 
Se pesa 103,7 mg ≥ 98%,  Sodium phosphate monobasic monohydrate  y se diluye el reactivo y se afora en un balón de 10 mL con agua destilada.
Se pesa 533 mg Potassium Phosphate Dibasic Anhydrous y se diluye el reactivo y se afora en un balón de 50 mL con agua destilada.
· En un erlennmeyer de 100 mL se coloca 9,5 mL de Sodium phosphate monobasic monohydrate y 40,5 mL Potassium Phosphate Dibasic Anhydrous y 40 mL de agua destilada.
· Para cuadrar el pH a 7,004 se agrega Sodium phosphate monobasic monohydrate.
Curva de calibración Trolox
Se pesa 6,25 mg de 6 Hydroxy 2-5-7-8 y se diluye con metanol y se afora en un balón de 25 mL con metanol.
Se enumera 10 balones de 5 mL y se coloca la cierta cantidad de Trolox como lo muestra en la siguiente tabla.
[bookmark: _Toc82156876]Tabla 9  Calculo del volumen para la curva del patrón Trolox.
	N°
	Concentraciones
(C2)
	(C1)
Ppm
	(V2)
mL
	Cantidades en uL (V1)

	1
	0
	1000
	5
	0

	2
	50
	1000
	5
	250

	3
	100
	1000
	5
	500

	4
	200
	1000
	5
	1000

	5
	300
	1000
	5
	1,500

	6
	400
	1000
	5
	2000

	7
	500
	1000
	5
	2,500

	8
	600
	1000
	5
	3000

	9
	700
	1000
	5
	3,500

	10
	800
	1000
	5
	4000


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Método de dilución del ABTS con Buffer
Se calibra la Espectrofotometría Uv-Vis (Nanodrop)  a 734 nm, luego el blanqueado del equipo se realiza con el Buffer de pH  7,004.
Se  hace una dilución del ABTS con el buffer hasta obtener una absorbancia de 1,1.
Para las lecturas se procede a colocar en los  tubos de Eppendorf las siguientes cantidades: 1425 uL de ABTS + 75 uL Trolox para la curva de calibración y en la muestra se coloca  1425 uL ABTS + 75 uL Extracto se deja por 45 minutos.
[bookmark: _Toc74599184][bookmark: _Toc84416260]Preparación de Muestras
A continuación se detallan las preparaciones de los extractos obtenidos por los diferentes métodos de extracción.
[bookmark: _Toc82156877]Tabla 10 Preparación de muestras de extractos Soxhlet.
	Curvas de las Muestras
	Diluciones
	Cantidad

	Mashua Amarilla
	Se realiza dilución 1:72 (25 uL de muestra +1800 uL  de metanol en un tubo Eppendorf de volumen 2 mL.
	1425 uL ABTS + 75 uL Extracto.

	Mashua Blanca
	Se realiza dilución 1:72 (25 uL de muestra + 1800 uL de metanol en un tubo Eppendorf de volumen 2 mL.
	1425 uL ABTS + 75 uL Extracto.


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
[bookmark: _Toc82156878]Tabla 11 Preparación de muestras de extractos de Fluidos Supercrítico
	Curvas de las Muestras
	Diluciones
	Cantidad

	Mashua Amarilla
	Se realiza dilución 1:80 (25 uL de muestra +2000 uL Dimethyl Sulfoxide) en un tubo Eppendorf de volumen 2 mL.
	1425 uL ABTS + 75 uL Extracto.

	Mashua Blanca
	Se realiza dilución 1:80 (25 uL de muestra + 2000 uL Dimethyl Sulfoxide) en un tubo Eppendorf de volumen 2 mL.
	1425 uL ABTS + 75 uL Extracto.


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Para realizar las lecturas en el equipo NANODROP se procede a configurar a 734 nm.
[bookmark: _Toc74599185][bookmark: _Toc84416261]Metodología para determinar compuestos volátiles en el Cromatografo de Gases Acoplado a un Espectrómetro de Masas.
Se trabajó con las siguientes condiciones cromatografías.
La detección de compuestos se efectuó por cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas (CG-EM) en un equipo marca Agilent Technologies (sistema 7890A GC y 5975C inerte XL MSD con detector de triple eje). 
Se empleó una columna capilar HP-5MS (30 m × 250 µm 0,25 µm) con fenil metilpolisiloxano (0,25 µm de espesor de película) como fase estacionaria y helio como gas de arrastre (0,8 mL/min).
Se inyectó 1µL de muestra derivatizada en modo Split (modo con división) empleando la relación 1:20.
La temperatura de la cámara de inyección fue de 250°C.
La temperatura del horno se mantuvo desde 60°C a 80°C con una rampa de 5 °C/min  luego se incrementa a 92°C con una rampa de 3°C/min durante 5 minutos luego se incrementa a 165 °C a razón de 4 °C/ min  y finalmente se sube a a 290 °C  a razón de 2 °C/min durante 2 min. 70°C por 2 minutos y se incrementó hasta 300°C a 5°C/min con un tiempo de espera de 6 minutos.
Los compuestos fueron identificados mediante comparación con los espectros de masas de la librería NIST 2011. El rango de masas empleado fue entre 40 - 550 uma o 40 - 550 Dalton.
[bookmark: _Toc74599186][bookmark: _Toc84416262]Preparación de muestras para determinar compuestos volátiles
Preparación de extracto obtenido por soxhlet
Con la ayuda de un filtro se procedió a filtrar los extractos de las dos matrices de estudio, se utilizó un filtro PVDF de 0,45 µm Agilent.
Se coloca 500 µL de cada matriz de estudio en el vial y luego se realizó las inyecciones en el equipo de cromatografía de gases.
Preparación de extracto por fluidos supercríticos
En un vial se pesa 2 mg de los extractos de las dos matrices. 
[bookmark: _Toc63083040]Se disuelve las muestras con 250 µL de hexano HPLC, luego se realiza sus respectivas inyecciones en su debido tiempo. 
[bookmark: _Toc74599187][bookmark: _Toc84416263]Metodología para evaluar la actividad antimicrobiana mediante la técnica difusión disco placa
[bookmark: _Toc74599188][bookmark: _Toc84416264]Preparación de medios (Agares)
Se pesa 15,2 g de agar Muller Hinton y se disuelve con 400 mL de agua (Milli-Q) Tipo 1.
Se pesa 3,45 g de Nutrient Agar y se disuelve con 150 mL de agua (Mill-Q)  Tipo 1. 
Se pesa 8,45 g de agar XLD y se disuelve con 150 mL de agua (Milli-Q) Tipo 1.
Seguido se auto clava los medios disueltos a 121°C por 15 minutos.
[bookmark: _Toc74599189][bookmark: _Toc84416265]Reanimación de microorganismos 
Se trabaja con cepas previamente caracterizadas de Arcobacter spp,  Escherichia Coli spp, y Salmonella spp  conservadas en el Banco de Microorganismos del Laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Investigación y Vinculación – Universidad Estatal de Bolívar.
Reanimado de aislados de Arcobacter spp.
Se trabajó con 2 aislados de Arcobacter obtenidos de muestras de quesos, para lo cual se prepara en cajas Petri con agar XLD. El reanimado se lo lleva a cabo vertiendo 0,5 mL de cultivo (criovial) sobre las cajas Agar, luego son incubadas a 37°C durante 24-48 h bajo microaerofilia (10 % CO2, 5 % O2, y 85 % N2).
Reanimado de aislados de Escherichia spp.
Se trabaja con 2 aislados de Escherichia coli  obtenido del patio de comida y la extensión san Miguel, para lo cual se prepara cajas  Petri con agar nutriente (NutriAgar).  El reanimado se lleva  a cabo vertiendo 0,5 mL de cultivo (criovial) sobre las cajas Agar nutriente, luego son incubados a 37°C durante 24-48 h en condiciones de aerobiosis.
Reanimado de aislados de Salmonella spp.
Se trabaja con 2 aislados de Salmonella obtenidos de muestra de patio de comida y  del colegio, para lo cual se prepara cajas Petri con agar XLD.  El reanimado se lo llevo  a cabo vertiendo 0,5 mL de cultivo (criovial) sobre las cajas Agar nutriente, luego son incubados a 37°C durante 24-48 h en condiciones de aerobiosis.
[bookmark: _Toc31120095][bookmark: _Toc63083043][bookmark: _Toc74599190][bookmark: _Toc84416266]Preparación de la inoculación bacteriana
[bookmark: _Toc31120096]Preparación del inóculo (Arcobacter spp.)
Se coloca 750 uL de agua Milli-Q en un tubo eppendorf, con la ayuda de una aza esterilizada en un mechero de bunsen se introduce en los medios reanimados y se procede a introducir el aza dentro del tubo eppendorf que contiene agua Milli-Q.  
Preparación del inóculo (Escherichia spp.)
Se coloca 750 uL de agua Milli-Q en dos tubos eppendorf, con la ayuda de una aza esterilizada en un mechero de bunsen se introduce en los medios reanimados y se procede a introducir el aza dentro del tubo eppendorf que contiene agua Milli-Q. 
Preparación del inoculo (Salmonella spp)
Se coloca 750 uL de agua Milli-Q en dos tubos eppendorf, con la ayuda de una aza esterilizada en un mechero de bunsen se introduce en los medios reanimados y se procede a introducir el aza dentro del tubo eppendorf que contiene agua Milli-Q. 
[bookmark: _Toc31120092][bookmark: _Toc74599191][bookmark: _Toc84416267]Actividad Antimicrobiana mediante el método Kirby Bauer (difusión disco-placa).
Con la utilización de un hisopo estéril, se realizó la siembra en placas de Müller Hinton Agar (MH) (Pronadisa, 1058.00, Made in USA) de forma homogénea. Tras unos minutos en reposo, y con la ayuda de una pinza estéril, los discos serán colocados sobre la superficie del agar. Todos los discos serán previamente sumergidos en cada uno de los extractos; así también, se probaron como controles antibióticos en disco de Ciprofloxacina, Estreptomicina y Penicilina. 
Finalmente, las placas fueron incubadas bajo condiciones de aerofilia y microerofilia a 37ºC durante 24 y 48 horas según corresponda (microerofilia para el género Arcobacter).
Se midieron los diámetros de las zonas de inhibición de los discos. 
Los resultados serán interpretados de acuerdo con los criterios establecidos por el Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI 2010, M45-A2). 
[bookmark: _Toc74599192][bookmark: _Toc84416268]Preparación de muestras para actividad antimicrobiana
A continuación, se detalla las preparaciones realizadas para la actividad antimicrobiana.
[bookmark: _Toc82156879]Tabla 12 Preparación de extractos Soxhlet para actividad antimicrobiana
	Mashua Amarilla
	Se coloca 250 µL de extracto en un tubo eppendorf luego se introduce discos antibiogramas blancos.

	Mashua Blanca
	Se coloca 250 µL de extracto en un tubo eppendorf luego se introduce discos antibiogramas blancos.


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).



[bookmark: _Toc82156880]Tabla 13 Preparación de extractos por fluidos supercríticos para actividad antimicrobiana
	



Mashua
Amarilla
	Se pesa 5 mg de extracto y se diluye con 400 µL de Dimethyl Sulfoxide, en un tubo eppendorf luego introduce discos antibiogramas blancos.

	
	Se pesa 10 mg de extracto y se diluye con 400 µL de Dimethyl Sulfoxide, en un tubo eppendorf luego introduce discos antibiogramas blancos.

	
	Se pesa 20 mg de extracto y se diluye con 400 µL de Dimethyl Sulfoxide, en un tubo eppendorf luego introduce discos antibiogramas blancos.

	


Mashua Blanca
	Se pesa 5 mg de extracto y se diluye con 400 µL de Dimethyl Sulfoxide, en un tubo eppendorf luego introduce discos antibiogramas blancos.

	
	Se pesa 10 mg de extracto y se diluye con 400 µL de Dimethyl Sulfoxide, en un tubo eppendorf luego introduce discos antibiogramas blancos.

	
	Se pesa 20 mg de extracto y se diluye con 400 µL de Dimethyl Sulfoxide, en un tubo eppendorf luego introduce discos antibiogramas blancos.


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).


[bookmark: _Toc74599193][bookmark: _Toc84416269]CAPÍTULO V
[bookmark: _Toc74599194][bookmark: _Toc84416270]RESULTADOS Y DISCUSIONES
[bookmark: _Toc74599195][bookmark: _Toc84416271]Análisis de la materia prima
Los resultados de los análisis del laboratorio, control de calidad,  almacenamiento y otros; requieren de un sin número de pruebas que nos garantice que la materia prima que ingrese al área de proceso cumpla con los requisitos mínimos de calidad. A continuación, se detalla los análisis realizados a las matrices de estudio.
[bookmark: _Toc74599196][bookmark: _Toc84416272]Análisis de humedad, ceniza, grasa, fibra y proteína
Los análisis proximales efectuados en las dos matrices de estudio: Mashua amarilla y Mashua Blanca, arrojaron los siguientes resultados:
[bookmark: _Toc82156881]Tabla 14  Valores promedios de humedad, ceniza, grasa, fibra y proteína
	Variable
	Materia prima
	Método utilizado

	
	Mashua amarilla
	Mashua blanca
	

	
	%
	

	Fibra
	5,37
	6,80
	WEENDE

	Proteína
	16,32
	14,40
	UNE-EN 15104

	Humedad
	5,42
	12,45
	AOAC 925.10

	Grasa
	0,79
	0,74
	AOAC 2003.06

	Ceniza
	6,80
	7,93
	AOAC 923.03


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Los análisis de fibra, proteína, humedad, grasa y ceniza se realizaron para dar a conocer la composición de las matrices de estudio.
Sabiéndose que la mashua es un tubérculo andino de gran importancia entre las culturas originarias por su aporte nutricional y medicinal, sin embargo, este tubérculo no ha sido bien explotado y no se le ha dado la importancia que se merece (Del Águila López, 2018). De hecho, existen pocos trabajos en donde se lo hayan investigado, de tal manera que en nuestra investigación nos ha permitido estudiar las dos variedades más cultivadas de esta matriz alimentaria desde la materia prima, hasta llegara a analizarlas propiedades bioactivas de la misma.
Interpretación 
 Tras los análisis de la materia prima, los tubérculos presentaron un porcentaje de fibra de 5,37 en mashua amarilla y 6,80 en Mashua blanca; el contenido de proteína fue de 16,32 en mashua amarilla y 14,40 en mashua blanca; humedad: 5,42 en mashua amarilla y 12,42 en mashua blanca; también presentó un porcentaje de grasa de 0,79 en mashua amarilla y 0,74 en mashua blanca; en cuanto a la ceniza presentó un alto porcentaje de 6,80 en mashua amarilla y 7,93 en mashua blanca, este alto contenido en cenizas puede ser debido a que este vegetal presenta un alto contenido de minerales (Mejía Lotero et al., 2018).
De acuerdo con el estudio realizado por Pe & Andres, S, (2014), en tuberculos de mashua informaron valores de fibra de 2,9 %; proteína 9,8 %; humedad 12,7 %; grasa con 0 y ceniza con 3,1 %; estos resultados no son nada idénticos a los obtenidos en nuestro estudio, esta variación pueden deberse especialmente al lugar de la recolección de las muestras o el estado de madurez del tubérculo; por otro lado,  Castro, (2018),  informó los siguientes resultados: humedad 4,45 %; grasa 0,84 %; proteína 7,11 % y ceniza con 4,20 %; en tanto que son idénticos al análisis de humedad, grasa y ceniza obtenidos en nuestra investigación. De igual manera, Chimbo, (2015), con estudio bromatológico en harina de mashua informo resultados bastante parecidos a los obtenidos en nuestro trabajo, siendo estos: humedad 3,42 %; ceniza 5,27 %; proteína 3,12 %; fibra 2,71 % y grasa con 2,28 %, siendo estos idénticos a los obtenidos en nuestra investigación. 
Es importante indicar las variaciones o diferencias entre los resultados que intervienen es desde lugar de producción debido que los cultivadores de las diferentes zonas utilizan abonos químicos y orgánicos, aparte de variabilidad genética de los tubérculos como son las prácticas culturales, el clima el tipo de suelo, influyen en esta característica.


[bookmark: _Toc84416273]Resultados de la obtención de extractos 
[bookmark: _Toc84416274]Extracción por Soxhlet
En la presente investigación se realizó una extracción con 7 reflujos de cada matriz de estudio (mashua amarilla y mashua blanca) las condiciones de trabajo utilizados están detallados en el anexo XV. 
[bookmark: _Toc82156882]Tabla 15 Resultados obtenidos por el método soxhlet
	Tipo de muestra
	Volumen de los extractos obtenidos

	Mashua Amarilla
	13,3 mL

	Mashua Blanca
	21,3 mL


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Interpretación 
La matriz de estudio que presenta más volumen de extracto es de mashua blanca con 21,3 mL, en tanto que el volumen del extracto de mashua amarilla es de 13,3 mL, los volúmenes entre  los extractos varían según las muestras, en donde la mashua blanca es cultivada con abonos orgánicos, y la mashua amarilla es cultivada sin ningún tipo de insumos y la otra diferencia puede ser que vario en el tipo de suelo que son cultivadas estas matrices.
Los extractos soxhlet tienen características de separación solido – líquido en continuo emplea un solvente, de tal manera que a estos extractos se los puede considerar como tóxicos, es decir que no son aplicables en la industria alimentaria, estos tipos de extractos en la mayoría de casos son de tipo lipídico (Naranjo, 2016).
[bookmark: _Toc84416275]Extracción por Fluidos supercríticos (FSC)
De manera adicional, en el presente trabajo se realizaron 7 extracciones por FSC de cada matriz de estudio (mashua amarilla y mashua blanca) las condiciones de trabajo están detalladas en el anexo XVI. 


[bookmark: _Toc82156883]Tabla 16 Resultados obtenidos por el método de fluidos supercríticos
	Tipo de muestra
	Masa de los  extractos obtenidos

	Mashua Amarilla
	0,2620 g

	Mashua Blanca
	0,2251 g


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Interpretación 
Tras la extracción, la matriz de estudio que presento mayor masa de extracto fue la mashua amarilla con un peso de 0,2620 g de extracto puro, mientras que la muestra de mashua blanca fue de 0,2251 g de extracto, las diferencias entre los extractos varía según las matrices estudiadas, en tanto que la muestra de mashua amarilla tienen un color más intenso que la mashua blanca.  
Las características en la extracción por fluidos supercríticos, no deja residuos químicos, tiene un alto coeficiente de difusión y viscosidad, el CO2 es un gas de arrastre del fluido supercrítico más utilizado debido que no es toxico, no inflamable, no corrosivo, incoloro, se elimina fácilmente, se puede trabajar a baja temperatura, se pueden separar compuestos termolábiles (Manjare, & Dhingra, 2019). Cabe indicar, que los extractos obtenidos mediante FSC por su pureza pueden ser utilizados en la industria farmacéutica y alimentaria.
[bookmark: _Toc74599198][bookmark: _Toc84416276]Análisis de la actividad antioxidante
El método ABTS se fundamenta en la oxidación de ABTS con el persulfato de potasio para convertirse en un radical libre ABTS+ en lo cual nos da un color chicle verdoso, es decir mientras hay presencia de actividad antioxidante en las muestras se decoloran o se elimina el radical libre ABTS+.



[bookmark: _Toc74599200][bookmark: _Toc84416277]Resultados de la actividad antioxidante ABTS
[bookmark: _Toc82156884] Tabla 17  Valores de resultados de absorbancias y actividad antioxidante.
	Variedades
	Numero de lecturas soxhlet
	Promedio
	S
	Unidad

	
	1
	2
	3
	
	
	µmol trolox/g

	Mashua amarilla
	0,13
	0,13
	0,13
	0,13
	0
	76,43

	Mashua blanca
	0,27
	0,25
	0,27
	0,26
	0,012
	101,66

	
	Numero de lecturas por fluidos supercríticos
	
	
	

	
	1
	2
	3
	
	
	

	Mashua amarilla
	0,51
	0,50
	0,52
	0,51
	0,010
	5732,10

	Mashua blanca
	0,56
	0,56
	0,57
	0,56
	0,006
	6596,10


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Interpretación 
La variedad que muestra la menor concentración de capacidad antioxidante fue el extracto de mashua amarilla con 76,43 µmol/g extraída mediante el método soxhlet, por otra parte, el extracto de la mashua blanca presentó un valor de 101,66 µmol/g extraída mediante el método soxhlet. La capacidad antioxidante del extracto de mashua amarilla por fluidos supercríticos mostró un valor de  5732 µmol/g, y el extracto de la mashua blanca extraída mediante fluidos supercríticos nos arrojó un valor de 6596,10 µmol/g.
Se puede evidenciar que existen diferencias de datos en la tabla 17, los mismos que varía según la variedad de la matriz y el tipo de extracto, ello se debe a que los tipos de extractos son diferentes, el extracto soxhlet es un extracto acuoso o líquido con solvente y el extracto por fluidos supercrítico es un extracto puro y sólido.
En el trabajo desarrollado por Barrionuevo, (2019), sobre la capacidad antioxidante en mashua en diferentes variedades presentaron valores de entre 32,71 y 49,38 µmol/g  y en mashuas liofilizadas valores de entre 1111,69 y 1210,40 µmol/g,  al compararlos con los obtenidos en nuestro trabajo, se confirma que los primeros están dentro de los informados por el autor; Por otro lado, Perez, (2014), en su trabajo informó un valor de 58,286 µmol trolox/g de base seca, el resultado informado se acerca más a los resultados de nuestra investigación. Así también,  Catunta, (2016), informó en su trabajo realizado con mashuas frescas, siendo estos valores: mashua amarilla 175,433 µmol trolox/g y mashua morada de 163,773 µmol trolox/g. Con todo lo mencionando previamente, se evidencia que los resultados difieren de manera significativa, debido especialmente a la metodología utilizada al momento de preparar la muestra y la técnica de extracción utilizada, cabe también mencionar que los tipos de variedad estudiados por los autores detallados es la misma variedad de tubérculo que se estudió en la nuestra investigación.
[bookmark: _Toc74599201][bookmark: _Toc84416278]Análisis de varianza actividad antioxidante
[bookmark: _Toc82156885]Tabla 18 Análisis de la varianza de actividad antioxidante.
	F.V
	SC
	Gl
	CM
	F
	P-Valor

	Modelo
	0,37
	5
	0,07
	2990,53
	<0,0001

	Factor A
	0,03
	1
	0,03
	1121,33
	<0,0001  **

	Factor B
	0,34
	1
	0,34
	13601,33
	<0,0001  **

	Replicas
	1,2E-04
	2
	5,8E-05
	2,33
	0,1780  ns

	Interacción A*B
	0,01
	1
	0,01
	225,33
	<0,0001  **

	Error
	1,5E-04
	6
	2,5E-05
	
	

	Total
	0,37
	11
	
	
	


**: Diferencia estadística altamente significativa; ns: 
Diferencia estadística no significativa
Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Tras este análisis, se aprecia que existe Diferencia estadística altamente significativa en los factores de estudio A y B, así como en los tratamientos, mientras que en las réplicas no existe diferencia; por lo que permite determinar la diferencia eventual de los tratamientos, además el efecto antioxidante es diferente de entre las variedades de mashua (amarilla y blanca), así como, los métodos de extracción del extracto si difieren uno del otro; con respecto a CV, este fue de 1,36 que equivale al Factor B.

[bookmark: _Toc84416279]Análisis de comparación de medias de Tukey para el factor A (variedades)
[bookmark: _Toc82156886]Tabla 19 Tukey Alfa factor A 
	Factor A
	Medias
	E.E

	2
	0,42
	6 2,0E-03 A

	1
	0,32
	6 2,0E-03    B 



Se muestra diferencia estadística significativa, donde la variedad de mashua blanca presento mayor valor en el efecto antioxidante.
[bookmark: _Toc82156887]Tabla 20 Tukey Alfa factor B
	Factor B
	Medias
	E.E

	2
	0,54
	6 2,0E-03 A

	1
	0,20
	6 2,0E-03    B 



Se muestra diferencia estadística significativa, donde el método de fluidos supercríticos presento mayor valor en el efecto antioxidante.
[bookmark: _Toc82156888]Tabla 21. Tukey Alfa tratamientos  
	Tratamientos 
	Medias
	E:E

	A2B2
	0,56
	3 2,9E-03 A          

	A1B2
	0,51
	3 2,9E-03    B       

	A2B1
	0,27
	3 2,9E-03       C    

	A1B1
	0,13
	3 2,9E-03          D 



Tras este análisis, existe diferencia estadística entre los tratamientos, donde el tratamiento A2B2 (M.B SFC) presento mejor efecto antioxidante, seguido por el tratamiento A1B2 (M.A SFC).


[bookmark: _Toc84416280][bookmark: _Toc74599202]Resultados obtenidos por cromatografía de gases acoplado a un espectrómetro de masas (CG-MS) de la mashua amarilla y la mashua blanca 
Se caracterizó químicamente los extractos de las dos variedades de mashua y por ende damos cumplimento al objetivo tres planteado en esta investigación.
La cromatografía de gases en una técnica analítica de uso muy extendido, dado a que muestran compuestos en función de su tiempo y masa de retención es decir, porcentaje de área. 
[bookmark: _Toc84416281][bookmark: _Toc80124520]Resultados obtenidos por cromatografía de gases acoplado a un espectrómetro de masas (CG-MS) 
	


a) Soxhlet de Mashua amarilla
	
b) SFC de Mashua amarilla

	
c) Soxhlet de Mashua blanca
	

d) SFC de Mashua blanca


[bookmark: _Toc82156900]Figura 9 Cromatogramas de los extractos analizados
Como se evidencia en la figura 9 (a), se identificaron 32 componentes volátiles en el extracto de Mashua amarilla obtenido por soxhlet, donde se apreciaron 11 picos mayoritarios en distintos tiempos de retención y porcentajes de área. Los componentes detectados con mayor área de retención fueron: el γ-Sitosterol al min 85,148 con un % área de 13,23; 4-Methoxybenzyl isothiocyanate al min 27,114 (20,030 % de área) y p-Anisylacetonitrile en el minuto 20,013 (33,190 % de área). Los compuestos encontrados pertenecen a los grupos (alcoholes, cetonas, aldehídos, surfúrales, ácidos grasos, alcaloides píranos y lactonas. 

Mediante FSC (figura 9.b) en mashua amarilla, se identificaron 29 compuestos volátiles en el extracto, donde se evidenciaron 11 picos mayoritarios en distintos tiempos de retención y porcentaje de área, siendo los mayoritarios: γ-Sitosterol al min 85,245 (73,4 % de área); 4-Methoxybenzyl isothiocyanate al min 27,070 (3,13 % de área) y α- Tocopherol al min 80,132 (1,51 % de área).
En la figura 9 (c), se identificaron 31 compuestos volátiles presentes mashua blanca por soxhlet, evidenciándose 16 picos, siendo los componentes detectados con mayor área de retención los siguientes: Maltol al min 9,028 (6,57 % de área); Pyranone al min 11,282 (12,81% de área); 5-Hydroxymethylfurfural al min 14,479 (16,59 % de área); p-Anisylacetonitrile al min 20,005 (23,50 % de área); 4-Methoxybenzyl isothiocyanate al min 27,090 (8,67 % de área); y γ-Sitosterol al min 85,125 con un % de área de 7,91. 
Finalmente, conforme la figura 9 (d), de extracto de mashua blanca por FSC, se identificaron 21 compuestos volátiles, donde se evidenciaron 17 picos mayoritarios en distintos tiempos de retención y porcentaje de área, dentro de los más destacados están: 4-Methoxybenzyl isothiocyanate al min 27,090 (34,53 % de área);17-Pentatriacontene al min 79,551 (12,09 % de área); α- Tocopherol al min 80,127 (6,50 % de área); Campesterol al min 82,382 (6,77 % de área); γ-Sitosterol al min 83,394 (1,70 % de área). En nuestro estudio se representa 21 compuestos en total pertenecientes a la familias de cetonas fito esteres, alcoholes, ácidos grasos, cetonas, acetonitrilos, aldehídos, etc.  
Los compuestos que actúan en la capacidad antioxidante y antimicrobiana es el α- Tocopherol y γ-Sitosterol, estos compuestos presentan un mayor porcentaje de área en los extractos caracterizados.
De acuerdo con el trabajo de  Jimenez et al, (2020), presenta coindicencias algunos de los compuestos mayoritarios encontrados en nuestra investigacion, destacando el γ-Sitosterol, α- Tocopherol.
Resulta importante destacar que algunos compuestos beneficiosos para la salud fueron identificados en los diferentes extractos de las dos variedades de mashua estudiadas, entre estos tenemos: el estigmasterol, que incluyen, campesterol, β-Sitosterol son compuestos que contienen provitamina D2; muy útiles para la prevención de enfermedades como el cáncer de ovario, próstata, mama y colon. (Fernández et al., 2003). Tambien, el γ-Sitosterol es un potente inhibidor del complejo C1 que ha demostrado su potencial como tratamiento para diabetes este estudio probado por Rangachari et al, (2011)  y Gutiérrez et al, (2011). Del mismo modo, el 4-Methoxybenzyl isothiocyanate y α- Tocopherol se los ha considerado como agentes importantes por su actividad antioxidante y antibacteriana (Saladino et al., 2017; Proaño Bastidas et al., 2017).
[bookmark: _Toc84416282]Resultados de la actividad antimicrobiana 

Con el fin de dar cumplimiento al objetivo cuarto de nuestra investigación, a los extractos obtenidos de las dos variedades de mashua previamente descritos, se les evaluó la actividad antimicrobiana mediante el método de difusión disco placa sobre las cepas bacterianas Arcobacter: (Arcobacter Q 14 C1 y Arcobacter Q3 C1), Eschericha: (Escherichia coli Pt 46 y Escherichia coli 127 C1) y Salmonella: (Salmonella Pt 42 y Salmonella  C36). Los resultados se muestran en las tablas a continuación.






[bookmark: _Toc84416283]Actividad antimicrobiana en Arcobacter spp.
[bookmark: _Toc82156889]Tabla 22. Actividad antimicrobiana de los extractos frente a Arcobacter
	Halos de inhibición actividad antimicrobiana mm de diámetro

	Extractos
	Soxhlet
	Fluidos supercríticos
	Antibióticos control

	
	
	Mashua amarilla
	Mashua blanca
	Ciprofloxacina
	Penicilina
	Estreptomicina

	
	Mashua Amarilla
	Mashua Blanca
	Concentraciones mg/µL
	
	
	

	
	
	
	5
	10
	20
	5
	10
	20
	
	
	

	Arcobacter Q 14 C1
	2
	2
	18
	9
	9
	4
	20
	10
	27
	17
	31

	Arcobacter Q3 C1
	0
	0
	7
	7
	6
	7
	11
	16
	29
	14
	30


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Interpretación 
En la tabla 22 se detalla los resultados de los halos de inhibición de la cepa bacteriana, donde los extractos de mashua por el método soxhlet  mostraron valores de 2 mm para la primera cepa y 0 mm para la segunda. Por otro lado,  y en los extractos de fluidos supercríticos de mashua amarilla con concentración 5 mg/µL presento un halo de 18 mm de diámetro, siendo el más alto obtenido con esta concentración, en cuanto a la concentración de  10 mg/uL, el efecto inhibitorio sigue siendo favorable para la primera cepa, siendo la mashua blanca la que mejor valor  arrojó con 20 mm de halo. Con lo que respecta a la concentración de 20 mg/uL, el efecto disminuyo, excepto para la segunda cepa en extracto de mashua blanca que fue de 16 mm. Al comparar nuestros resultados con los antibióticos control, el extracto de mashua blanca fue el mejor con datos cercanos al efecto generado por la penicilina, aunque alejados de la Ciprofloxacina y estreptomicina.  Cabe indicar que es la primera vez que se estudia el efecto antibiótico de extractos de mashua frente al patógeno Arcobacter, del mismo modo nuestros resultados son alentadores, pues conforme lo establece Ponce et al (2008), que corresponde a un grado de susceptibilidad de un microorganismos a agentes de origen vegetal debido a que el rango de inhibición es > 8 mm, en nuestro caso incluso se evidenció resultados de tamaño de halo incluso cercanos o iguales a 20 mm. De tal manera que nuestros resultados son comparables e iguales a la penicilina de uso clínico.
[bookmark: _Toc84416284]Resultados de actividad antimicrobiana en Escherichia coli 
[bookmark: _Toc82156890]Tabla 23 Actividad antimicrobiana de los extractos frente a Escherichia coli
	Halos de inhibición actividad antimicrobiana mm

	Extractos
	Soxhlet
	Fluidos supercríticos
	Antibióticos control

	
	
	Mashua amarilla
	Mashua blanca
	Ciprofloxacina
	Penicilina
	Estreptomicina

	
	Mashua Amarilla
	Mashua Blanca
	Concentraciones mg/µL
	
	
	

	
	
	
	5
	10
	20
	5
	10
	20
	
	
	

	Escherichia Coli Pt 46
	0
	2
	2
	3
	4
	2
	2
	6
	32
	16
	24

	Escherichia Coli 127 C1
	0
	0
	2
	4
	4
	2
	4
	6
	31
	28
	34


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Interpretación 
En el tabla 23, se informan los resultados de los halos de inhibición de la cepa Escherichia, donde los extractos por soxhlet no presentaron actividad antimicrobiana, en cuanto los extractos de fluidos supercríticos los mejores valores se obtuvieron a una concentración de  20 mg/µL en el extracto de mashua blanca. Sin embargo, estos resultados son inferiores a los recomendados para que sean considerados con agente antimicrobiano, de hecho los valores obtenidos no son nada cercanos a los antibióticos de control. Es importante destacar que existen trabajos en los cuales los autores también informaron efecto inhibitorio bajo de extractos de mashua frente a cepas de  S. aureus y E. coli (Chávez Carvajal, 2014; Plaza  & Garzon Truque, 2017).No obstante, Salazar (2019), obtuvo un efecto inhibitorio satisfactorio de de extractos de mashua amarilla frente a E.coli 25922 con un tamaño de halo de 12 mm, pero muy lejano de los controles Amikacina que fue de 36 mm, y ciprofloxacina 30 mm.

[bookmark: _Toc84416285]Resultados de actividad antimicrobiana en Salmonella spp
[bookmark: _Toc82156891]Tabla 24 Actividad antimicrobiana de los extractos frente a Salmonella spp.
	Halos de inhibición actividad antimicrobiana mm

	Extractos
	Soxhlet
	Fluidos supercríticos
	Antibióticos control

	
	
	Mashua amarilla
	Mashua blanca
	Ciprofloxacina
	Penicilina
	Estreptomicina

	
	Mashua Amarilla
	Mashua Blanca
	Concentraciones mg/µL
	
	
	

	
	
	
	5
	10
	20
	5
	10
	20
	
	
	

	Salmonella Pt 42
	8
	4
	8
	10
	10
	8
	8
	20
	31
	0
	25

	Salmonella  C36
	6
	6
	8
	8
	10
	8
	8
	8
	31
	0
	26


Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Interpretación 
Tras el análisis de actividad antimicrobiana en Salmonella, se evidencio que con el extracto obtenido por soxhlet solo el de mashua amarilla presentó un mejor efecto en una de las dos cepas. Por otro lado, los extractos obtenidos por fluidos supercríticos, todos presentaron un efecto anti-salmonella favorable, siendo  el extracto de mashua blanca a una concentración de 20 mg/µL el que presento un mayor tamaño de halo, muy cercano al efecto producido por la estreptomicina. Del mismo modo es importante considerar que estas dos cepas fueron resistentes en su totalidad a la penicilina, esto podría deberse a que este antibiótico es considerado eficaz frente a bacterias Gram + (Yip & Gerriets, 2021). Es importante recalcar, que para estas cepas mediante el método soxhlet exigió un mejor efecto del extracto de mashua amarilla, también por fluidos súper críticos se evidencia un efecto positivo antimicrobiano con halos superiores a 8 mm en ambas cepas de Salmonella, esto  conforme lo establece Ponce et al (2008), que corresponde a un grado de susceptibilidad de un microorganismos a agentes de origen vegetal debido a que el rango de inhibición es ≥ 8 mm.
La acción antimicrobiana presentada por Chavez Carvajal (2014), informó actividad en el extracto de mashua sobre cepas de S. aureus, pero mas no frente a Salmonella. En tanto  Diaz Plaza  & Garzon Truque, (2017), también informaron actividad antimicrobiana de mashua frente a Staphylococcus aureus y Bacillus cereus pero no trabajaron con Salmonella. De tal manera, que nuestro trabajo es el primero en haberse analizado el efecto inhibitorio de extractos de mashua frente a cepas del genero Salmonella. 
En definitiva, los resultados demostraron que las cepas de Arcobacter presentaron baja resistencia a las diferentes concentraciones de los extractos estudiados, en tanto que la cepas Escherichia coli no presentaron actividad es decir fueron resistentes a todos los extractos, mientras que en cepas de Salmonella si existió actividad mayoritaria de todos los extractos obtenidos.





[bookmark: _Toc84416286]CAPÍTULO VI
[bookmark: _Toc84416287]COMPROBACIÓN DE HIPÓTESIS 
Las hipótesis planteadas de la investigación son las siguientes:
[bookmark: _Toc84416288]Hipótesis Nula (Ho)
El estudio de las propiedades bioactivos de las dos variedades de mashua no presenta actividad antioxidante ni actividad antimicrobiana.
[bookmark: _Toc84416289]Hipótesis Alternativa (Hi)
El estudio de las propiedades bioactivos de las dos variedades de mashua  presenta actividad antioxidante y actividad antimicrobiana.
[bookmark: _Toc84416290]Verificación de la hipótesis para la actividad antioxidante ABTS.
De acuerdo a los datos obtenidos y analizados de la actividad antioxidante, se puede decir que en consecuencia existen diferencias significativas entre el efecto de los tratamientos para de esta manera rechazar la hipótesis nula en el estudio del contenido de actividad antioxidante de las dos variedades de mashua. Por lo cual, se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alterna.
[bookmark: _Toc84416291]Verificación de la hipótesis para actividad antimicrobiana
 En el estudio se puedo evidenciar que existe diferencias significativas entre los factores de estudio analizados es decir que si presento actividad antimicrobiana. De tal manera que, se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alterna.




[bookmark: _Toc84416292]CAPÍTULO VII
[bookmark: _Toc84416293]CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
[bookmark: _Toc84416294]Conclusiones
· Se lograron obtener extractos de las dos variedades de mashua; mashua amarilla y mashua blanca, donde el método de fluidos supercríticos demostró ser el más eficiente por el rendimiento del producto obtenido y su aplicación en el campo agroindustrial.
· Se determinó el análisis de actividad antioxidante utilizando el método ABTS, de los extractos de las dos variedades de mashua, en la cual los extractos obtenidos por fluidos supercríticos demostraron ser más eficientes con valores de 6596,10 µmoltrolox/g en el extracto de mashua blanca, 5732,10 µmoltrolox/g en el extracto de mashua amarilla, en lo cual se puede interpretar que la cantidad de antioxidantes varía según la variedad y el método de extracción.
· Se caracterizó químicamente a los extractos obtenidos mediante cromatografía de Gases Acoplado a un Espectrómetro de Masas (GC-MS) utilizando una columna HP-5MS (30 m x 0.250 mm x 0.25 µm), con un gas portador Helio con 14,94 psi. Una fibra Assembly Carboxen/DVB/PDMS, la cual permite una extracción de compuestos volátiles polares  algunos de bajo peso molecular. Se identificaron entre 11 y 17 compuestos con área mayor al 1%, el compuesto γ-Sitosterol es el que estaba presente en los extractos de las dos variedades de mashua es aquel que actúa de forma directa y genera un efecto antioxidante y antimicrobiano.
· Se evalúo la actividad antimicrobiana de los extractos mediante la técnica de difusión disco placa en la cual los extractos obtenidos por soxhlet no presentaron efecto antimicrobiano frente a las cepas bacterianas y los extracto por SFC en mashua amarilla frente a la cepa Arcobacter Q14 C1 en las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/µL existe efecto antimicrobiano, y el extracto de mashua blanca por SFC solo presenta efecto antimicrobiano en concentraciones de 10 y 20 mg/µL frente a las cepas de Arcobacter, en tanto que a las cepas de Salmonella en los extractos por SFC son muy eficientes para matar este tipo de microorganismos. 


[bookmark: _Toc84416295]Recomendaciones 
En la presente investigación se plantea las siguientes recomendaciones:
· Realizar estudios a los tubérculos andinos nativos de la provincia Bolívar como son la oca, el melloco, entre otras ya que gracias a los estudios se conoce las propiedades benéficas que tienen estos tubérculos hoy en día está en peligro de extinguir.
· Estudiar más métodos de extracción de extractos más económicos ya sea para compuestos volátiles, compuestos orgánicos, antioxidantes y otros.
· Utilizar más métodos en la determinación de la actividad antioxidante como son el FRAP, DPPH, ORAL, TRABS, entre otras.
· Se recomienda realizar estudios sobre compuestos volátiles con cromatografía liquida y gaseosa para así conocer los componentes que tiene una muestra.
· Se recomienda usar más cepas bacterianas para la actividad antimicrobiana ya que en este estudio tenemos resultados comprometedores que justifican la ampliación de los ensayos para incluir más cepas bacterianas.
· Se recomienda a los estudiantes de la Carrera de Agroindustrias realizar estudios avanzados en métodos de extracción, métodos cromatográficos entres otros estudios que se puede realizar en el laboratorio de investigación ya que cuenta con tecnología avanzada y favorece en nuestra formación académica.
· Se recomienda que a la Universidad Estatal de Bolívar forme un departamento donde haya transferencia de tecnología ya con estos estudios se puede aprovechar al máximo los recursos que tiene la provincia y el país.
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ANEXOS
Anexo I
 Mapas de ubicación de las materias primas 
Mashua Amarilla
[image: ]
Fuente: (Google maps, 2021).

 (Mashua Blanca)
[image: ]
Fuente: (Google maps, 2021).
Anexo II
Mapa de ubicación del laboratorio de Instigación de la Universidad Estatal de Bolívar
[image: ]Laboratorio de investigación UEB

Fuente: (Google maps, 2021).
Autores: (Bayas F & Bermeo N, 2021).






Anexo III
Materia Prima
Recolección de las muestras                            Lavado y pelado 
[image: ]   [image: ] 
Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).     Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Métodos de Extracción
Extracción Soxhlet                                             Extracción SFE   [image: ] [image: ]Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).     Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Anexo IV
Actividad Antioxidante ABTS
     Preparación del ABTS                       Lectura en el Nanodrop
   [image: C:\Users\MELIDA\Downloads\WhatsApp Image 2021-04-21 at 16.37.14.jpeg]   [image: C:\Users\MELIDA\Downloads\WhatsApp Image 2021-04-20 at 19.52.55.jpeg]
Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).     Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Medición de absorbancia ABTS                           Lecturas
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Anexo V
Cromatografía de Gases 
Muestras Preparadas                                        Inyeccion Espectrometro de gases 
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Cromatogramas                                                          Analisis de Resultados
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Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).     Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Anexo VI
Actividad Antimicrobiana
[image: ]Escherichia coli                                             Arcobacter spp
[image: ]   
Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).     Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
                                      Salmonella spp 
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Elaborado por: (Bayas F & Bermeo N, 2021).
Anexo VII
 Resultados de parámetros bromatológicos
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Anexo VIII
Resultados de Actividad Antioxidante ABTS
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Anexo IX
 Resultados de cromatografía de gases del extracto por Soxhlet M. Amarilla
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Anexo X
Resultados cromatografía de gases del extracto por Soxhlet  Mashua Blanca
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Anexo XI
Resultados  de cromatografía del extracto por FSC M. Amarilla
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Anexo XII
Resultados  cromatografía de gases del extracto  FSE Mashua Blanca
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[image: ]Anexo XIII
Informe de resultados Extracción por Actividad Antibacteriana
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 Anexo XIV Recolección de Datos
[image: ] Fuente: Trabajo Experimental 2021

Anexo XV Condiciones de extracción por el método soxhlet
Características de Extracción por Soxhlet de Mashua Amarilla 
	Tipo de muestra 
	Peso (g)
	Volumen del Metanol 
	Reflujo 
	Temperatura de trabajo °C
	Tiempo Trabajo h/min
	Extracto obtenido

	Mashua Amarilla 
	
10 g 
	
400 mL
	 1
	56
	50 min
	

13,3 mL 

	
	
	
	2
	55
	45min
	

	
	
	
	3
	56
	44min
	

	
	
	
	4
	55
	25min
	

	
	
	
	5
	50
	55min
	

	
	
	
	6
	55
	3h 57min
	

	
	
	
	7
	52
	1h 27min
	


Características de Extracción por Soxhlet de Mashua Blanca 
	Tipo de muestra 
	Peso (g)
	Volumen del Metanol 
	Reflujo 
	Temperatura de trabajo °C
	Tiempo Trabajo h/min
	Extracto obtenido

	Mashua Blanca 
	
10g 
	
400 mL
	 1
	55
	1h13min
	



21,3 mL

	
	
	
	2
	55
	1h56
	

	
	
	
	3
	57
	44min
	

	
	
	
	4
	57
	1h47min
	

	
	
	
	5
	57
	1h25min
	

	
	
	
	6
	57
	2h 10min
	

	
	
	
	7
	56
	2h 17min
	





ANEXO XVI Condiciones de extracción por el método de fluidos supercríticos
En la siguiente tabla se detalla las etapas que se lleva a cabo en el equipo.
	Etapas

	Estabilización de temperatura
	3 minutos

	Estabilización de presión
	17 min en ( programación) y 30 min en (estabilización) fase estática

	Tiempo de extracción
	2 horas (fase dinámica)

	Flujo
	1 LPM


Detalles de la cantidad de muestra, recipiente y cantidad de muestra extraída en cada corrida.
Mashua amarilla
	N° Repeticiones
	Peso muestra
	Peso vial vacío
	Peso Vial más muestra
	Peso muestra 

	1
	15 g
	24,139
	24,1938
	0,0548

	2
	15 g
	24,1714
	24,1868
	0,0154

	3
	15 g
	24,1714
	24,209
	0,0376

	4
	15 g
	24,2090
	24,2203
	0,0113

	5
	15 9
	24,2085
	24,2452
	0,0367

	6
	15 g
	24,2452
	24,2804
	0,0352

	7
	15 g
	24,2466
	24,3176
	0,0710


Mashua blanca
	Peso muestra
	Peso vial vacío
	Peso Vial más muestra
	Peso muestra 

	15 g
	24,1536
	24,1853
	0,0317

	15 g
	24,1668
	24,2048
	0,038

	15 g
	24,2048
	24,2356
	0,0308

	15 g
	24,2127
	24,2607
	0,048

	15 9
	24,2502
	24,2748
	0,0246

	15 g
	24,2536
	24,2845
	0,0309

	15 g
	24,2715
	24,2926
	0,0211




ANEXO XVII
Curva de calibración Trolox ABTS
	
	lectura 1
	lectura 2
	lectura 3
	promedio 
	

	1
	0,92
	0,9
	0,91
	0,91
	

	2
	0,87
	0,87
	0,87
	0,87
	

	3
	0,82
	0,83
	0,83
	0,82
	0,83

	4
	0,7
	0,71
	0,74
	0,72
	0,72

	5
	0,65
	0,64
	0,64
	0,64
	0,64

	6
	0,55
	0,54
	0,54
	0,54
	0,54

	7
	0,4
	0,38
	0,38
	0,39
	0,39

	8
	0,3
	0,3
	0,3
	0,30
	0,30

	9
	0,24
	0,21
	0,2
	0,22
	0,22

	10
	O,11
	0,13
	0,12
	0,13
	0,13



Se trabajó con estos datos para la gráfica.
	Concentraciones trolox µmol/g
	Absorbancia ABTS

	800
	

	700
	

	600
	0,83

	500
	0,72

	400
	0,64

	300
	0,54

	200
	0,39

	100
	0,30

	50
	0,22

	 0
	0,13







Glosario de términos
Antioxidantes.- son compuestos químicos que el cuerpo humano utiliza para eliminar radicales libres, que son sustancias químicas muy reactivas que introducen oxígeno en las células y producen la oxidación de sus diferentes partes, alteraciones en el ADN y cambios diversos que aceleran el envejecimiento del cuerpo.
Analizador elemental.- También conocido como análisis elemental orgánico o microanálisis elemental, determina las cantidades de carbono (C), hidrógeno (H), nitrógeno (N), azufre (S) y oxígeno (O) presentes en una muestra.
Actividades biológicas.- Son los efectos benéficos o adversos de una droga sobre la materia viva. Cuando la droga es una mezcla química compleja, esta actividad es ejercida por los principios activos de la sustancia o farmacólogos, pero puede ser modificado por los otros constituyentes. 
Balanza analítica.- Es una clase de balanza de laboratorio diseñada para medir pequeñas masas, en un principio de un rango menor del gramo (y que hoy día, las digitales, llegan hasta la diezmilésima de gramo: [0,0001 g o 0,1 mg]) de error.
Bioplaguicidas.- Son productos hechos a base de extractos de materias naturales tales como plantas, bacterias y algunos minerales.
Carotenoides. - son pigmentos orgánicos del grupo de los isoprenoides que se encuentran de forma natural en plantas y otros organismos fotosintéticos.
Cámara térmica.-  Es una cámara que muestra en pantalla una imagen de la radiación calorífica que emite un cuerpo.
Extracto.- Sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla u otra cosa por diversos procedimientos.
Espectrofotómetro UV.- Equipo que permite la determinación cuantitativa de compuestos absorbentes de radiación electromagnética en solución, para longitudes de onda comprendidas entre 200 y 1100 nm.
Espectrofotómetro absorción atómica.-  Es un método instrumental de la química analítica que permite medir las concentraciones específicas de un material en una mezcla y determinar una gran variedad de elementos.
Extracción. - es un procedimiento de separación de una sustancia que puede disolverse en dos disolventes no miscibles entre sí, con distinto grado de solubilidad y que están en contacto a través de una interfaz.
Ensayo. - Es un tipo de texto en prosa que explora, analiza, interpreta o evalúa un tema.
Fármaco. - Un fármaco es un principio activo, es decir, una sustancia cuya composición conocemos con precisión, que tiene la capacidad de producir efectos o alteraciones sobre una determinada propiedad fisiológica de quien la consume.
Glucosinolatos.- Metabolitos secundarios de las plantas de los que se derivan los aceites de mostaza.
Nutracéuticos.- Es un término relativamente nuevo que se utiliza para definir todos aquellos compuestos o sustancias naturales que tienen acción terapéutica.
Polifenoles.- Son compuestos antioxidantes, que destacan por luchar contra los radicales libres en nuestro organismo. Estos son agentes oxidantes que causan el desgaste de nuestras células y se producen a consecuencia de nuestro metabolismo.
Soxhlet.- Aparato que se utiliza en el laboratorio de química para extraer la materia disuelta en las disoluciones. El soxhlet es un aparato de extracción continua para materias sólidas.
Tubérculo.- Parte de un tallo subterráneo o de una raíz que se desarrolla y se engruesa por acumular en sus células sustancias de reserva.


800	700	600	500	400	300	200	100	50	0	0.83	0.71666666666666667	0.64	0.54333333333333333	0.38666666666666671	0.3	0.22	0.13	Concentracion trolox µmol/g


Absorbancia ABTS



image2.jpeg
TEMA

“Estudio de las propiedades Bioactivas (Actividad antioxidante y
antimicrobiana) de dos variedades de mashua (Tropaeolum tuberosum) en el

Laboratorio de Investigacién de la Universidad Estatal de Bolivar”

REVISADO Y APROBADO POR:

Dr. Isidro Favidn Bayas Morején. PhD

DIRECTOR

Dr. Carlos Rodrigo Jacome Pilco. PhD

BIOMETRISTA

Ing. José Luis Altuna Vasquez. MSc.

REDACCION TECNICA




image3.emf

image4.emf

image5.jpeg
Curiginal

Document Information B

Analyzed document TESIS MASHUA BAYAS- BERMEO FINAL.docx (D114313422)
Submitted 10/5/2021 2:22:00 PM
Submitted by
Submitter email fbayas@ueb.edu.ec
Similarity 142
Analysis address fbayas.ueb@analysis.urkund.com

Sources included in the report i o - B

ESTUDIO COMPARATIVO TROPAEOLUM TUBEROSUM DOYLET-RODRIGUEZ. docx -
SA Document ESTUDIO COMPARATIVO TROPAEOLUM TUBEROSUM DOYLET-RODRIGUEZ.docx gg =2

(D35125353)

T uarigirnmcacal

Entire Docurmnanmnt
UNIVERSIDAD ESTATAL DE QSclbvAas

FACULTAD DE <CCIENCLAS ACROPECLIARIASGS. RECURSCOSE MNATILORALES V¥ [DELL AMBIENTE

CARRERA DE INGENIERIA MG ROIMNMDU ST RLAL

TEMMAG

Entucddic cdar Las o rorssin clacies s Bilooaclivas (Ao tiviclaod oMt miclanrites v armklhmiic restaiaer o) clar s waariesclacties
e e hua (Tropaaclum tulberonurn? = el Lalsor ataric oie Inmwestigacicdem cler

Lom Lomivrer Sictoct EStoatoal clee EScalivimr,
FPresymec . tes clen Frovessticiac sessrd Oressics rm Laa €Ol lenriaiedrs «lesl Tituiles clme Irglesriiesrcs AOraairmciuamtrial, Ol rcaasctes Fraerr len Liriwvesr sictmed E wmtastont
Cles E3calivear, » 1rosvessm cles Les

Fesccraitonct cles € ivwrve 1cas AP res s iimarnaa s, Flecuirsers PNOatisraiesn o clesl Srriloierites, Co.arreer sa e Prsgesrsienrion AMoyreriricicsamtr toal

AALITCOE S

Frescicdy Mlcivear Blaves Cotrmc e

Phdesily Ploaribs>esi Elesrrriases Siaric Fresas

E2NRECTOR DEL FPROYEC T IDE 1N E S TICRAC 1C3 N
D20 Faswvicars 1Sy mm. 1750

Cosmrmrictos — o tamctesr \ /

] .
& c.’ . C?P_C .
viorejon. PhD g\ José Luis Altuna. v

Y,
y v
Director del Ecv.ﬁﬂv %&-:éuzmuna: Aréa de Redaccién Técnica

=N u.xv
Dr. Favidn'B 7





image6.png
BB mashua citas buens 2018.pdf - o X

C @ Archivo | C/Users/Hp/Downloads/mashua%20citas%20buens%202018.pdf

8 | desn Q — + @ & | (b Vistadepagina A Lectura en voz alta 7 Dibuar v ‘5 Resaltar v & Borar | @ B | *

1.22. MASHUA.

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén) (Fig. 2) pertencce a la familia
Tropacolaceae. Es una planta originaria de los Andes centrales cuyo cultivo se concentra en

Colombia, Bolivia, Ecuador y Perii entre los 3500 y 4100 metros de altitud. Presenta mayor

+ B EP B O

rendimiento que el resto de tubéreulos, crece con facilidad y es muy tolerante a las bajas
temperaturas. Ademés, se considera un cultivo muy valioso ya que es resistente a muchos

insectos, nematodos, hongos y ofros patdgenos (Campos et al, 2018).

Figura 2. Mashua andina (Tropacolum tuberosum Ruiz y Pavén)

Existe una gran variabilidad de genotipos de mashua en términos de forma y color. El
color varia de blanco a amarillo, existiendo también algunas variantes rojas o moradas. Esta
diversidad parece estar correlacionada con el contenido de compuestos bioactivos presentes.
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de varios colores: gris, blanco, amarillo, rojizo, morado y negro, generalmente con
jaspes oscuros, rayas o pintas cortas, moradas o purpuras, y mayor concentracion
de yemas en la parte distal (figura 4). Ademas indica que el tubérculo es arenoso

Yy posee un sabor fuerte que lo hace menos aceptable que la oca.
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Figura 4. Cultivos de tubérculos andinos: oca (Oxalis tuberosa Molina), ulluco
(Ullucus tuberosus Caldas) y mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén)
(Grau et al., 2003)
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INFORME DE RESULTADOS m

UEB DIRECCION DE
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UNIVERSIDAD | 'Y VINCULACION

FSIATAl D7 BOLVAR

INFORME DE ENSAYOS N° 046 - 2021

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Solicitante Freddy Alcivar Bayas Chacha, Nelly Maribel Bermeo Sanchez
Muestra Harina de Mashua amarilla y blanca
Cédigo asignado UEB INV 41, INV 42
Estado de la muestras Pulverizados
Envase de recepcién Envases de vidrio
Andlisis requerido(s) Fibra, humedad, grasa, proteina, ceniza
Fecha de recepcién 04 de Enero del 2021
Fecha de andlisis 05 - 18 de Enero del 2021
Fecha de informe 31 de Mayo 2021
Técnico (s) asignado MPWF

RESULTADOS OBTENIDOS

PARAMETROS BROMATOLOGICOS

Unidad Resultado

5,37

Método
WEENDE

Parametro
Fibra

Cédigo laboratorio

Proteina % UNE-EN 15104 16,32

Harina de Humedad 5,42
INV 41 Mashua amarilla % AOAC 925.10

Grasa % AOAC 2003.06

Ceniza % AOAC 923.03

Cédigo laboratorio Muestra Parametro | Unidad Método Resultado |
Fibra % WEENDE 6.80
Proteina % UNE-EN 15104 14,40

Harina de
Mashua blanca

Humedad

INV 42 % AOAC 925.10

Grasa % AOAC 2003.06

Ceniza % AOAC 923.03

Los resultados de los anlisis corresponden a 3 determinaciones por andlisis.

Marcelo Vilcacundo
Director DIVIUEB

Escaneado con CamScanner
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INFORME DE ENSAYOS N° 048 - 2021

Solicitante

Muestra

Cédigo asignado UEB
Estado de la muestras

Envase de recepcion
Andlisis requerido(s)
Fecha de recepcién
Fecha de andlisis
Fecha de Informe
Técnlco (s) asignado

DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Freddy Alcivar Bayas Chacha, Nelly Maribel Bermeo Sanchez
Harina de Mashua amarilla y blanca
INV 41, INV 42

Extractos

Frascos color &mbar

Actividad antioxidante

02 de Abril del 2021

05 - 23 de Abril del 2021

31de Mayo 2021

MPWF

RESULTADOS OBTENIDOS

Cédigo laboratorio

Muestra

Mashua
amarilla

PARAMETROS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Tipo de
extraccién

Soxhlet

Fluidos

supercriticos

Unidad Resultado

pmoles Trolox/g de
nuestra

Método

ABTS

pmoles Trolox/g de

ABTS nuestra

! I

pmoles Trolox/g de
nuestra

101,66
Soxhlet ABTS
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nuestra

ABTS 5732,10

Los resultados de los analisis corresponden a 3 determinaciones por andlisis.
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LABORATORIOS DE INVESTIGACION Y VINCULACION
cmw DIRECCION DE Version
Laguacoto Il, Km 1 1/2, via a San Simén, Cantén Guaranda, Provincia Bollvar, Ecuador.

INVESTIGACION A
2 [+]
e | Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS

INFORME DE ENSAYOS N° 050- 2021

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Solicitante Freddy Alcivar Bayas Chacha, Nelly Maribel Bermeo Sanchez
Muestra Extractos (Mashua amarilla y Mashua blanca)
Cédigo asignado UEB INV 41, INV 42

Extractos
Mm»mao de la musstra Mashua amarilla, mashua blanca (soxhlet) aprox. 22 ml y Mashua amarilla y mashua blanca (SFE)

eso (kg)

aprox.262mg
Envase de recepcion Frascos color ambar
Andlisis requerido(s) Actividad antibacteriana
Fecha de recepcién 30 de Abril del 2021
Fecha de andlisis 03 - 07de Mayo del 2021
Fecha de informe 01 de Junio 2021
Técnico (s) asignado MPWF

RESULTADOS OBTENIDOS

RENDIMIENTOS DE LAS HARINAS DE TUBERCULOS
Resultados

ARCOBACTER
Cédigo 7 i E. COLI SP. | SALMONELLA

laboratorio Muestra Parametro

Ext.127.C1 Q3C1 |Q14c1| PT42 owm_u
Extracto de mashua - Halos de inhibicién
. Actividad . 7 18 8 8
amarilla (SFE) Antibacteriana Kirby Bauer [mm]

Escaneado con CamScanner
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INFORME DE RESULTADOS

Resultados
Cédigo >mnow.woqu SALMONELLA
laboratorio Muestra Parametro Método Unidad E.COLI .
Ext.127.C1| Pt46
r Extracto de mashua|  Actividad ] Halos de inhibicidn 2 2
AR blanca (SFE) | Antibacteriana | KirbY Bauer {mm)
Halos de inhibicio
Extracto de mashua| Actividad Kirby Baue! siesee "”H ibicion 4 3
amarilla (SFE) | Antibacteriana | KrPY Bauer [m
. Halos de inhibicién |

Extracto de mashua| Actividad . ; 4

INV42 blanca (SFE) | Antibacteriana | KirbY Bauer {mm}

Extracto de mashua Actividad Halos de inhibicién

: 4 4
amarilla (SFE) | Antibacteriana | Kirby Bauer [mm]
e Halos de inhibicion
Extracto de mashua Actividad . 6 6 16
INV 42 blanca (SFE) Antibacteriana Kirby Bauer [mm]

(il IR

Halos de inhibicion
Extracto de mashua Actividad . [mm] 0 0 0
INV41 | marilla (Soxhlet) | Antibacteriana | Kirby Bauer

N TR |—
INV42 |EXtractodemashua| Actividad |0 e Halos ,“w,ﬁ“d_c_aoa 0 2
blanca (Soxhlet) | Antibacteriana v ,
+— —_—
- . Halos de inhibicion
Actividad Kirby Bauer 28
Patrones | PENICILINAPT | 4 o na [mm]

Escaneado con CamScanner
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UNIVERSIDAD o
ESTATAL DF BOUVAR Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS .
Resultados
—
Cédigo E.coOLI ARCOSACTER | saLMONELLA
laboratorio Muestra Parametro Método Unidad -
1
Cole
Ext.127.C1| Pt46 Q3c1 Q14C1| PT42 36
Actividad . Halos de inhibicion 27 18 17 28 0 0
Patrones PENICILINA P2 Il_ Antibacteriana Kirby Bauer [mm]
" Halos de inhibicion
ESTREPTOMICINA Actividad ; 34 24 30 31 25 25
Patrones s1 Antibacteriana Kirby Bauer [mm]
Halos de inh
ESTREPTOMICINA |  Actividad | . alos ce In 25 16 25 27 | 24 | 24
Patrones s2 Antibacteriana Kirby Bauer [mm] )
_I( Halos de inhibicis i
CIPROFLOXACINA |  Actividad ) alos ce inhibicion 31 32 29 4 34 | 36
Patrones CP1 Antibacteriana Kirby Bauer [mm]
—
CIPROFLOXACINA| Actividad | .. Halos de inhibicion 20 34 19 29 37 | 31
it CP2 Antibacteriana Kirby Bauer mm]
Los resultades de los andlisis corresponden a 3 determinaciones por analisis.

(A Celery

| cundo
Director DIVIUEB
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