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RESUMEN

Se realizo la extraccion de antocianinas a partir de col morada (Brassica oleracea L.)
utilizando como disolvente etanol y acido clorhidrico en relacion 85:15. Se estudiaron como
variables tres niveles de tiempo de extraccion (60, 90, 120 min) y tres niveles de relacion masa
de material vegetal — volumen de disolvente (1:20, 1:25 y 1:30). Inicialmente, se determiné
que las mejores condiciones de extraccion fueron: 120 minutos, con una relaciéon 1:20, a
temperatura constante de 70 °C. Seguidamente, se microencapsulé el concentrado de
antocianinas mediante secado por aspersion, empleando maltodextrina DE 10 como polimero
el cual ocasioné que el microencapsulado tenga gran solubilidad en agua. Los analisis de
espectroscopia de FTIR demostraron que las antocianinas se microencapsularon con éxito,
puesto que los grupos funcionales del metabolito estan enmascarados por el polimero. Las
antocianinas microencapsuladas obtuvieron una eficiencia de encapsulacion de 90,78 %. A
continuacion, se evalu6 la capacidad antioxidante. Por otro lado, se evalu6 in vivo a través de
la supervivencia celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual se expuso a estrés
oxidativo, con el fin de evaluar su comportamiento al estar sometida a diferentes
concentraciones de peroxido de hidrégeno. Se demostrd que el microorganismo es capaz de
recuperarse de la oxidacién celular gracias a la presencia del microencapsulado de las
antocianinas de B. oleracea, a una concentracion 50 mg/ml, lo cual pudo protegerla, a su vez
asistir en su recuperacion de los dafios causados por el peréxido. Se logro llegar a un maximo

de 1,214 de turbidez, equivalente a biomasa en el cultivo liquido.

Palabras clave: Actividad antioxidante, antocianinas, microencapsulado, secado por

aspersion
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ABSTRACT

The extraction of anthocyanins was carried out from purple cabbage (Brassica
oleracea L.) using ethanol and hydrochloric acid as a solvent in relation to 85:15. Three levels
of extraction time (60, 90, 120 min) and three levels of mass ratio of plant material - volume
of solvent (1:20, 1:25 and 1:30) were studied as variables. Initially, it was determined that the
best extraction conditions were: 120 minutes, with a 1:20 ratio, at a constant temperature of
70 ° C. Next, the anthocyanin concentrate was microencapsulated by spray drying, using
maltodextrin DE 10 as a polymer which caused the microencapsulation to have great water
solubility. FTIR spectroscopy analyzes showed that the anthocyanins were successfully
microencapsulated, since the functional groups of the metabolite are masked by the polymer.
The microencapsulated anthocyanins obtained an encapsulation efficiency of 90.78%. Next,
the antioxidant capacity was evaluated. On the other hand, it was evaluated in vivo through the
cell survival of the yeast Saccharomyces cerevisiae, which was exposed to oxidative stress, in
order to evaluate its behavior when subjected to different concentrations of hydrogen peroxide.
It was demonstrated that the microorganism is able to recover from cellular oxidation thanks
to the presence of microencapsulation of the anthocyanins of B. oleracea, at a concentration
of 50 mg / ml, which could protect it, in turn assist in its recovery from damage caused by
peroxide. It was possible to reach a maximum of 1,214 turbidity, equivalent to biomass in the

liquid culture.

Key words: Antioxidant activity, anthocyanins, microencapsulated, spray drying
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INTRODUCCION

Segun Bino et al. (2004), se cree que existe una enorme diversidad bioquimica
mostrada en el reino vegetal tal que supera los 200 000 metabolitos diferentes. Por lo tanto, es
en las plantas donde el perfil completo de metabolitos a gran escala enfrenta su mayor desafio.
Actualmente se estan siguiendo varios enfoques experimentales para determinar e identificar
los metabolitos de las plantas mediante comparaciones espectrales con compuestos auténticos

contenidos en bibliotecas espectrales como el NIST.

Los pigmentos producen los colores que observamos a nuestro alrededor, puesto que
estan presentes en cada uno de los organismos del mundo y las plantas que son los principales
productores. Existe gran cantidad de pigmentos con una actividad farmacol6gica en
enfermedades como el cancer y la enfermedad cardiovascular, lo que ha acentuado su

importancia para los seres humanos (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-L6pez, 2000).

Las antocianinas son pigmentos vegetales de gran importancia. Pertenecen a la clase
mas extendida de compuestos fendlicos, conocidos como flavonoides, con mas de 8000

flavonoides y 500 estructuras de antocianinas informadas para el afio 2 000 (Ghosh, 2005).

La col morada o repollo es una de las hortalizas mas importantes que se cultivan en
todo el mundo. Contiene una gran cantidad de flavonoides, entre ellos las antocianinas, que
son las responsables de su color caracteristico. Segin J. Singh et al. (2006), antiguamente el
repollo se usaba con fines medicinales en el tratamiento de dolores de cabeza, gota, diarrea y
Ulceras pépticas. Debido a estos antecedentes los pigmentos de las antocianinas fueron
estudiados por otros autores en cultivos de B. oleracea, y toda la literatura reportada esta
relacionada con la composicion de antocianinas de la col roja y sus propiedades antioxidantes,
antialérgicas, antiinflamatorias, antivirales, antiproliferativas, antimutagénicas,
antimicrobianas, anticancerigenas y proteccién contra dafios cardiovasculares y alergias
(Ghosh, 2005).

Gran parte de las investigaciones se ha centrado en los fitoquimicos beneficiosos del
repollo, en particular su indol-3-carbinol (I3C), sulforafano e indoles. Estos compuestos
ayudan a activar y estabilizar los mecanismos antioxidantes y de desintoxicacion del cuerpo
gue desmantelan y eliminan las sustancias que producen cancer (Singh et al., 2006). Los
extractos de coliflor violeta muestran importantes propiedades antioxidantes, entre las que se
encuentran la actividad de eliminacion del radical hidroxilo muy reactivo (Scalzo, Genna,
Branca, Chedin, & Chassaigne, 2008). Los vegetales que tienen fitoquimicos antioxidantes
tienen fuertes efectos protectores contra las principales enfermedades degenerativas y las

enfermedades cardiovasculares (Singh et al., 2006).
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema de investigacion

“Extraccion y microencapsulacion de antocianinas a partir de col morada (B. oleracea) ”.

1.2 Justificacién

Las frutas y vegetales rojos, morados y de color azul se han utilizado tradicionalmente
por sus efectos beneficiosos. Estas plantas poseen un color caracteristico, debido a la presencia
de antocianinas, las cuales han sido ampliamente estudiadas por sus valores medicinales
(Khoo, Azlan, Tang, & Lim, 2017). Una de las plantas con abundante cantidad de antocianinas
es el repollo rojo o morado (B. oleracea). Este cultivo es nativo de la region mediterranea de
Europa y en la actualidad se cultiva como un vegetal de mercado fresco en todo el mundo
(Song, H., Yi, H., Lee, M., Han, C.-T., Lee, J., Kim, H., ... Hur, Y. 2018). Sin embargo, se
sabe que antiguamente se cultivaba solo para uso medicinal, ya que el zumo de sus hojas se
empleaba para estimular la lactancia (Font Quer, 1961). Las verduras cruciferas, en particular
las incluidas en el género Brassica, son una parte importante de la dieta del ser humano,
proporcionando gran cantidad de nutrientes y compuestos bioactivos (Sotelo, Cartea, Velasco,
& Soengas, 2014).

La col lombarda (B. oleracea; Familia-Brassicaceae) es un alimento funcional.
ComuUnmente es consumido en Asia y Europa debido a su baja composicion calérica, ( Jana,
S., Patel, D., Patel, S., Upadhyay, K., Thadani, J., Mandal, R., ... Devkar, R. 2017), sus
vitaminas, carotenoides, azlcares solubles y componentes fendlicos (Sotelo et al., 2014).
Ademas, es una fuente rica de antocianinas como cianidin-3-diglucésido-5-glucésido y sus

diversos derivados acilados (Jana et al., 2017).

Las antocianinas (perteneciente a los flavonoides) se emplean ampliamente en la
industria alimentaria para aumentar la aceptabilidad del consumidor a ciertos productos
(Zapata, 2014), por lo que han sido utilizadas por muchos afios sin efectos adversos aparentes;
poseen colores atractivos brillantes, y gracias a que son solubles en agua es facil su
incorporacion en sistemas acuosos alimenticios (Aguilera, Reza, Chew, Aguilar, & Ramirez,
2012). La preferencia por colorantes naturales no sintéticos se debe a su inocuidad y excelente
desarrollo (Chengaiah, Rao, Kumar, Alagusundaram, & Chetty, 2010). En la industria de

colorantes alimenticios, las antocianinas son de mucha utilidad debido a su capacidad para
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conferir colores atractivos (Konczak & Zhang, 2004). El interés por los pigmentos
antocianinos es debido a que han sido usados habitualmente como colorantes alimentarios
naturales por su baja o nula toxicidad, (Garzén Gloria A., 2008), pues varios colorantes
sintéticos han sido prohibidos debido a que causan alergias o son cancerigenos (Aguilera et
al., 2012). Ademas, los pigmentos obtenidos de las antocianinas poseen propiedades

nutricionales y farmacéuticas, beneficiosas para la salud.

La incorporacion de antocianinas como colorantes alimenticios se debe a que ademas
de mejorar la apariencia total, son muy benéficas para nuestra salud. Segin Aguilera, Reza,
Chew, & Meza (2011), existen varios estudios que presentan evidencia cientifica que los
extractos ricos en antocianinas pueden mostrar actividad antioxidante, atrapar radicales y
actuar como agentes quimioprotectores. Los colorantes naturales como estos, son mas seguros
para el consumo, incluso en grandes cantidades, que a diferencia de los colorantes sintéticos

pueden llegar a ser perjudiciales (Khoo et al., 2017).

Por su parte, las antocianinas extraidas de plantas comestibles son ingredientes
farmacéuticos potenciales, ya que poseen efectos antidiabéticos, anticancerigenos,
antiinflamatorios, antimicrobianos y antiobesidad. Ademas, pueden mejorar la funcién visual
y también ayudar en la prevencidn de enfermedades cardiovasculares ( Khoo, H. E., Azlan,
A., Tang, S. T., & Lim, S. M. 2017). Se han publicado investigaciones sobre las propiedades
de la col lombarda como hepatoprotector, estabilizadora de membrana y neuroprotectora, en
la que su potencial terapéutico es atribuido a su alto contenido de antocianinas (Jana et al.,
2017). Segun Arrazola, Herazo, & Alvis, (2013), también juegan un rol fundamental quiza en
la reduccion de enfermedades coronarias, cancer, diabetes, y comportamiento cognitivo.
Todos estos efectos preventivos y terapéuticos se asocian a sus propiedades antioxidantes
(Longo & Vasapollo, 2004; Garzon Gloria A., 2008). Estos atributos de las antocianinas
resultan de interés en estudios de extraccion para poder utilizar posteriormente el producto en

aplicaciones tecnoldgicas y medicinales (Zapata, 2014).
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1.3 Obijetivos

1.3.1 Objetivo general

e Obtener productos microencapsulados con propiedades antioxidantes vy

antiinflamatorias a partir de antocianinas extraidas de B. oleracea

1.3.2  Objetivos especificos

e Establecer las condiciones Optimas de extraccion de antocianinas de hojas de B.
oleracea.

e Microencapsular mediante secado por aspersion las antocianinas extraidas, empleando
maltodextrina como polimero.

e Evaluar la actividad antioxidante de las antocianinas microencapsuladas.

16



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos
2.1.1  B. oleracea.

Brassica oleracea L. cominmente conocida como “col morada” es una de las mas de
3000 especies de género Brassica (Ishida et al., 2014), perteneciente a la familia
Cruciferaceae. Tiene una raiz corta y sin ramificaciones. La principal caracteristica es el
pigmento purpura en sus cabezas florales. Es una planta ampliamente apreciada, puesto que
tiene gran importancia nutricional, ya sea por sus vitaminas 0 por sus componentes

fitoquimicos vitales (Watanabe, Suwabe, & Suzuki, 2012).

El repollo morado, como también es conocida, tiene diferentes usos ya sea en el campo
quimico o en el gastronémico. Esta constituida por abundantes en compuestos de azufre,
vitamina C y é&cido citrico. Tiene un bajo contenido calérico, es rica en antioxidantes
(1,88 mmoles/100 g) y proporciona mucha fibra, por lo que se le adjudica propiedades laxantes
(Salas Salvadd, Ros Rahola, & Sabaté, 2005).

Figura 1. Las antocianinas de color morado de Brassica oleracea L. (Fuente: Plantas 2018)

17



Tabla 1. Taxonomia B. oleracea

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Equisetopsida C. Agardh
Orden Brassicales Bromhead
Familia Brassicaceae Burnett
Género Brassica L.

Especie Brassica oleracea L.

Autor del epiteto especifico  (Linneo, Carl von n.d.)

Nombre cientifico Brassica oleracea L.

Nota. Recuperado de Tropicos.org. <http://www.tropicos.org/Nombre/100300439> Jardin Botanico de Missouri -
4344 Shaw Boulevard- Saint Louis, Missouri 63110

2.1.2 Compuestos fitoquimicos en B. oleracea.

Los vegetales Brassicaceae tienen gran cantidad de sustancias que promueven la salud
y reducen el riesgo de enfermedades. Estas verduras son fuentes potenciales de glucosinolatos
anticancerigenos, gran cantidad de compuestos polifenélicos, como glucosinolatos, acidos

fendlicos, antocianidinas, carotenoides y aminoacidos (Park et al., 2014).

La col, una verdura crucifera, contiene carbohidratos y metabolitos antioxidantes
como vitamina C y E (Chun, Smith, Sakagawa, & Lee, 2004). Ademas, se conoce que el
repollo rojo contiene varios flavonoides como por ejemplo miricetina, luteolina, delfinidina,
cianidina y pelargonidina y en especial kaempferol y quercetina, que se consideran
compuestos antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos, antitrombaéticos y antivirales
lo que puede tener un impacto beneficioso en la salud humana (Park et al., 2014). Por otro lado
(Wiczkowski, Topolska, & Honke, 2014) a través de un estudio realizado con la col morada
se determind mediante el método HPLC-DAD-MS / MS que B. oleracea cuenta con otra
subclase de flavonoides, 20 antocianinas diferentes con la estructura principal de cianidina-3-
diglucésido-5-glucdsidos. Se reconocid la presencia de forma no acilada, monoacilada y
diacilada predominando en su mayoria los compuestos no acilados y diacilados con &cido

sinpico de cianidin-3-diglucésido-5-glucosido.

18



2.2 Hipotesis
2.2.1 Hipotesis nula

No se desarrollara la extraccién y microencapsulacion de antocianinas a partir de col morada

(B. oleracea) ”.

2.2.2 Hipotesis alternativa

Se desarrollard la extraccién y microencapsulacion de antocianinas a partir de col morada (B.

oleracea).”

2.3 Seflalamiento de las variables de la hipotesis
2.3.1 Variables dependientes

. Propiedades antioxidantes y concentracion de antocianinas en el microencapsulado.

2.3.2 Variables independientes

. Proporcion de material vegetal y tiempo de ebullicion
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales, equipos y reactivos
3.1.1 Materiales

e Balones de aforo.

e Matraces Erlenmeyer.

e Probetas graduadas.

e Ndcleos para agitador magnético.

e Pipetas.

e Micropipetas.

e Pera de succion.

e Tubos para centrifugadora.

e Microplacas de 96 pocillos para espectrofotémetro.

e Botellas de cristal color ambar.

3.1.2 Equipos

e Procesador de alimentos (Thermomix®).

e Horno de secado (Gander MJN).

e Plancha de calentamiento (Corning PC-620D).

e Centrifuga (Rotina 380).

¢ Balanza analitica (Ohaus PA-214).

e Balanza de humedad (KERN MLS 50-3).

e Espectrofotometro UV-VIS  (Microplate  Spectrophotometer ~ Fisherbrand™
accuSkan™ GO).

e Roto Evaporador (IKA-RVS).

¢ Mini Spray Dryer (BUCHI-B 290).

e Computadora laptop con sistema operativo Windows 10.

e Software de anlisis de datos estadistico y gréfico, Statgraphics XVII 64x .
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3.1.3 Reactivos

Para el proceso de extraccion de antocianinas requirié los siguientes reactivos:

e Acido Clorhidrico (1 mol/l) y etanol 96 %.

En el proceso de microencapsulacion se utilizo

e Maltodextrina.

En el andlisis de actividad antioxidante in vivo se utilizaron los siguientes reactivos:

e Agua destilada, medio de extracto de levadura peptona-dextrosa (YPD), tampon

fosfato salino (PBS), vitamina C, perdxido de hidrogeno.

3.2 Métodos

3.2.1 Recoleccion de la planta

El material vegetal fértil (fresco y en mejores condiciones) de la col morada fue

recaudado en el Mercado Modelo, Provincia de Tungurahua, Ambato.

3.2.2 Preparacion de materia vegetal

En el laboratorio de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia
(FCIAB) de la UTA, se deshojo el tallo para proceder a lavar las hojas y eliminar cualquier
tipo de contaminacion que pudiera afectar los resultados. Con el fin de obtener mejores
resultados se trituraron las hojas en un procesador (Thermomix®). Posteriormente, se
extendieron sobre mallas metélicas y se introdujeron en una estufa (Gander MTN) a 60 °C de

temperatura.

3.2.3  Obtencion extractos liquidos

Previa obtencion del mejor extracto vegetal, se trabajo con diferentes variables, tales

como: la relacion material vegetal/volumen de disolvente y el tiempo de extraccion,
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manteniendo constante la temperatura de ebullicion. Como disolvente se us6 etanol al 96 %
en combinacién con &cido clorhidrico 1 mol/l, en proporcion 85:15. Se procedid a pesar el
material vegetal utilizando una balanza analitica (Ohaus pioneer) en tres niveles de relacion
masa de material vegetal — volumen de disolvente (1:20, 1:25 y 1:30) y se mezclo
respectivamente con 100 ml de disolvente. A continuacién, en 3 matraces (Pyrex) con tapa, se
calento cada una de las muestras en una plancha de calentamiento (Corning PC-620D) a 70 °C
con agitacion magnética a 400 min™, aplicando tres tiempos de extraccion diferentes, 60, 90 y
120 min respectivamente para cada una de las respectivas proporciones de masa; Se tomo el
tiempo después de alcanzar la temperatura, asi sucesivamente con cada una de las muestras.
Posteriormente, se separé los residuos solidos del extracto liquido, utilizando una centrifuga
(Rotina 380) a 5000 min™ durante 10 minutos. Se desechd el precipitado y conservé el
sobrenadante en botellas cerradas de vidrio color &mbar en refrigeracion a 4 °C para evitar la
descomposicion de las antocianinas.

Las antocianinas aisladas suelen ser un poco inestables y susceptibles a la degradacion
durante el almacenamiento y el procesamiento, por lo que hay gue tener especial cuidado con
varios factores como temperatura de almacenamiento, concentracion, luz, oxigeno, disolventes
(Arrazola, Herazo, & Alvis, 2014b).

3.2.4  Andlisis por espectroscopia de absorbancias

El andlisis de antocianinas se realizé de los extractos liquidos obtenidos con un factor
de dilucion 1/25, utilizando un espectrofotémetro UV-VIS compatible con microplacas de 96
pocillos (Fisherbrand™ accuSkan™ GO). Se determind la absorbancia de la col morada
colocando 200 ul en cada pocillo de cada una de las muestras por cuadruplicado. La longitud
de onda en la cual se medi6 fue de 526 nm. Segin Aguilera et al., (2011), en la medicion
espectrofotométrica de antocianinas la absorcién maxima se da entre 520-540 nm en la region
visible. La longitud de onda mas comun usada para antocianinas separadas para ser detectadas

y cuantificadas es a 526 nm.

La concentracion de antocianinas se calculé utilizado la siguiente ecuacién:

Ax MW x DF x 1000
ex1

mgLl=

Ecuacién 1: Determinacion de concentracién de antocianinas
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donde, A es igual a absorbancia, PM equivale al peso molecular de la cianidina-3-glucésido
(449,6 g/L), FD es el factor de dilucion y ¢ es coeficiente de absorcion molar para la col morada
(38020) (Universidad de las Américas de Puebla, 2018).

3.2.5 Determinacion de sélidos totales

Los solidos totales de las muestras obtenidas se determinaron tomando mediciones de
humedad por triplicado con una balanza de humedad (marca KERN MLS 50-3), en recipientes

de vidrio. Finalmente se calcul6 el porcentaje de sélidos totales con la siguiente formula.

% Solidos totales = 100 — % humedad
Ecuacion 2: Determinacion de solidos totales

3.2.6 Disefio Experimental

Para la determinacién de las condiciones Optimas de extraccion de antocianinas se
tabularon los datos obtenidos en una base de datos Excel 2010. Posteriormente se uso el
programa Statgraphics el cual arrojo una ecuacion de superficie de respuesta, que ayudo a
observar como los cambios en las variables afectaron en los extractos obtenidos. Segin
Figueroa (2003), el disefio de superficie de respuesta ayuda los investigadores a analizar una
respuesta, que se puede observar como una superficie, al investigar en un experimento el efecto
que tiene el variar factores cuantitativos en los valores que toma una variable dependiente o

respuesta.

Para predecir la combinacion optima de material vegetal y tiempo de ebullicion en la
extraccion se aplico un disefio experimental de superficie de respuesta 32 con los datos
obtenidos de concentracion de antocianinas conseguidos de las nueve relaciones de material
vegetal y tiempo con sus tres respectivas réplicas. Se tomé como indice de confianza el 95 %

y se considero significativos valores de p<0,05 en los analisis de varianza de ANOVA.

3.2.7 Microencapsulacion

Para proteger el metabolito obtenido se procedié a su microencapsulacién que segun
Arrazola et al., (2014), es una técnica en la que se recubre un ingrediente sensible, ya sea puro

0 una mezcla, dentro de un material para aumentar su vida util y estabilidad, al protegerlo
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contra la humedad, calor, oxidacion quimica u otras condiciones extremas, como se hace en el

caso de las vitaminas, pigmentos y otros compuestos bioactivos.

En el proceso de microencapsulacion se redujo el disolvente organico utilizando un
rotoevaporador a 50 °C al vacio, se obtuvo un concentrado de la fase acuosa y se procedi6 a
medir la himeda por triplicado para calcular la cantidad de sélidos totales, utilizando la
férmula ya antes mencionada, que fue 18,25 % en 60 ml de extracto. Seguidamente se
mezclaron los 60 ml obtenidos de solucién de antocianinas con 72,98 g de maltodextrina DE
(dextrosa equivalente) 10, y 260 g de agua destilada. La maltodextrina como polimero de
microencapsulacion es una buena opcidn, son extensivamente utilizados en la industria de
alimentos, por el costo y la efectividad; son inodoras, incoloras y de baja viscosidad a altas
concentraciones, ademas permiten la formacion de polvos de libre flujo sin enmascarar el

sabor original (Parra Huertas, 2010).

Se homogeniz6 la muestra en una plancha de calentamiento a 45 °C a 500 min™. La
microencapsulacién del extracto vegetal rico en antocianinas se llevé a cabo utilizando un mini
Spray Dryer BUCHI B- 290. Se procedio a secar por aspersion con una temperatura de entrada
de 150 °C. Se abrio el flujo de aire y de agua para controlar la temperatura de salida que fue
de 90 °C a una presién de -50 mbar. EI material encapsulante se solidificd sobre las particulas

a medida que el disolvente se evaporé formando microesferas.

Para verificar la eficiencia de microencapsulacion, el polvo se puso en contacto 1,5 g
del microencapsulado en 15 ml de agua y en 15 ml de etanol individualmente. Se filtr6 y al
filtrado se le realizé una dilucién 1/1000 para medir las absorbancias a una longitud de onda
de 526 nm. La concentracion de cada dilucion se calcul6 utilizando la Ecuacion 1. En la

eficiencia se utilizo la siguiente ecuacion.

Concentracion en agua (total) — concentracién en etanol(libre)
*

%E.E = —
concentraciéon en agua (total)

Ecuacion 3: Determinacion de la eficiencia de microencapsulado

3.2.8 Espectroscopia Infrarroja FT-IR

Con el fin de comprobar que la microencapsulacion de antocianinas se realiz6 de
forma eficiente se realizdé un analisis de espectroscopia infrarroja en la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), Facultad de Ciencia en el Laboratorio de Quimica

Instrumental.
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Se utilizé el programa Spectra Analysis y se procedi6 a analizar una pequefia muestra
de microencapsulado de antocianinas, de extracto liquido de antocianinas y de maltodextrina,
en el soporte del espectro infrarrojo. Al hacer una comparacion de los picos mas relevantes

obtenidos en las tres muestras.

3.2.9 Evaluacion de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidante se utilizo cepas cultivadas en 200 ml
de medio YPD compuesto por glucosa 4 g, extracto de levadura 2 g y peptona 4 g y se
cultivaron a 28 °C con agitacion toda la noche. Posteriormente se extendieron sobre placas de

agar YPD y se incubaron a 28 °C por 72 h para obtener colonias individuales.

Una sola colonia de cepa de levadura se inoculé en 5 ml de medio YPD liquido fresco
y se incub6 durante 6 horas a 28 °C con agitacion a 40 min, posteriormente se realizé una
dilucion 1/10 de este precultivo. A continuacion, se inoculd una alicuota de 5 pL de la dilucion
realizada en 3 mL de medio YPD liquido fresco junto con 1 mL de microencapsulado a una
concentracién de 50 mg/ml (1 g de microencapsulado en 20 mL de agua destilada) y 25 mg/mL
(0,5 g de microencapsulado en 20 mL de agua destilada) durante 18 h a 28 °C con agitacion a

100 min " en un rotador de tubos.

Para los controles positivos se analizaron varias concentraciones de vitamina C para
inducir una respuesta antioxidante intracelular en la levadura. Se inoculé una alicuota de 5 pL
de la dilucién en 3 mL de medio YPD liquido fresco junto con 1 mL de vitamina C a una
concentracién de 25 mg/ml (0,5 g de vitamina C en 20 mL de agua destilada) y 50 mg/mL
(1 g de vitamina C en 20 mL de agua destilada) durante 18 h a 28 °C con agitacion a

100 min**en un rotador de tubos.

Para el control negativo se utiliz6 cultivos sin ningln ingrediente antioxidante, por lo
que solo se inoculara una alicuota de 5 uL de la dilucion 1/10 previamente realizada en 3 mL
de medio YPD liquido fresco y se dejé reposar durante 18 h a 28 °C con agitacién a 100 min

Yen un rotador de tubos.

Las células se recogieron mediante centrifugacion a 2700 min™, durante 10 minutos,
a 20 °C y se resuspendieron los precipitados en 3 mL de PBS pH 7,4. Se leyé la absorbancia a

600 nm para asegurar una concentracion de 0,1 en todas las etapas.

Para realizar la etapa de estrés oxidativo, se analizé un rango de concentraciones de

H.0,. Se afiadié 1 mL a una concentracion de 0,5 mmol/l de per6xido de hidrogenoy 1 mL a
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una concentracion de 3 mmol/I de igual manera de peréxido de hidrogeno para concentracion
de microencapsulado y vitamina. Se incub6 durante 60 min a 28 °C. Los oxidantes se
eliminaron mediante centrifugacion a 2700 min™, durante 20 min, a 20 °C. El pellet se
resuspendié en 1 mL de medio YPD fresco para su posterior analisis de crecimiento.

Los cultivos se distribuyeron en placas de microtitulacién de 96 pocillos con un
volumen final de 250 pul por pocillo utilizando tres repeticiones para cada combinacion de
condicion. El crecimiento de la levadura se control6 a 30 °C leyendo la Absorbancia a 600 nm
en un espectrofotémetro con lector de placas de 96 pocillos (marca Fisherbrand™ accuSkan™

GO) durante 23 h con agitacion antes de cada lectura cada 20 min.

El efecto ejercido por el peréxido de hidrogeno y los agentes oxidantes a evaluarse se
determind mediante el analisis estadistico de la grafica de curva de relacion de crecimiento vs
tiempo. La absorbancia medida a 600 nm es equivalente a la actividad antioxidante puesto que
muestra el crecimiento de microorganismos y refleja la adaptacion y efectividad del
microencapsulado como antioxidante. (Pelaez Soto & Patricia Roig Montoya José Vicente Gil
Ponce Valencia, 2016).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUCION
4.1 Analisis y discusion de resultados
4.1.1 Disefio Experimental

Se utilizé6 un modelo de superficie de respuesta 32 el cual arrojo una tabla ANOVA.
De acuerdo a Pardo et al. (2017), la ANOVA es ampliamente utilizada como estrategia de
analisis de datos en muy diversas areas de investigacién. ya que permiten estudiar el efecto de

la interaccion entre factores. A continuacion, en la Tabla 2 se muestra el anlisis de varianza:

Tabla 2. Andlisis de Varianza para Antocianinas (mg/L).

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio| Razéon-F | Valor-P
A: RMV/D 11188,6 1 11188,6 1302,68 | 0,0000
B: Tiempo 2587,68 1 2587,68 301,28 0,0000
AB 487,305 1 487,305 56,74 0,0000
blogues 9,49127 2 4,74563 0,55 0,5836
Error total 180,367 21 8,58892
Total (corr.) 14453,4 26

Como se observa en la Tabla 2, en el analisis de varianza para antocianinas se obtuvo
un valor de R-cuadrada de 0,9875. Segun Rodriguez (2005), cuando el valor de R? es mas
cercano a 1 muestra que el ajuste del modelo es bueno. El 98,75 % el modelo de regresion
describe la variabilidad de las variables de tiempo de extraccion, relacion material vegetal —
volumen de disolvente y la interaccidn que existe entre ellas. La ecuacion del modelo ajustado
de las antocianinas (mg/l) = 318,3 - 8,8 * RMV/D - 0,66 * Tiempo + 0,04 * RMV/D * Tiempo

A continuacidn, en la Figura 2, se ilustra a través del diagrama de Pareto la influencia

de los factores estudiados.
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Figura 2. Diagrama de Pareto para efectos principales estandarizado del disefio experimental.

De acuerdo con Sales (2009), el diagrama de Pareto es un grafico. Ayuda a asignar
un orden de prioridades a los problemas o las causas que los provocan, mediante la

organizacion varios datos en un orden determinado, por medio de barras sencillas.

Los factores que influyen significativamente son la relacién de material vegetal y el
tiempo, ya que sobrepasan la linea de confianza del 95 %.

La metodologia de superficie de respuesta permite analizar como alterar factores
cuantitativos en los valores que toma una variable, puede afectar en una respuesta, que se
muestra como una superficie, (G. Figueroa, 2003). A continuacion, en la Figura 3 se muestra

el diagrama de superficie de respuesta.

169 f
149}

129F

109}

Antocianinas (mg/l)

89k
20

RMV/D

Figura 3. Gréfico de superficie de respuesta estimada en la obtencion de antocianinas.

Segun la Figura 3, en donde se observa el grafico de superficie de respuesta para la
obtencion de antocianinas, la maxima concentracion de antocianinas se alcanza con el minimo

de la relacion material vegetal: volumen de disolvente siendo 1:20 y el valor maximo del
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tiempo siendo de 120 min. Se alcanza una concentracion de 164,54 mg/l. Al haber estudiado
en el disefio valores de la relacion material vegetal: volumen de disolvente superior se puede
deducir que no hay saturacion del disolvente, sin embargo, se pudiera estudiar para esta
relacion tiempos mayores, con el objetivo de verificar si se supera la concentracion alcanzada

bajo las condiciones de este disefio.

4.1.2 Obtencién del extracto rico en antocianinas

Una vez determinadas las condiciones dptimas de extraccion de antocianinas se realiz6
la mezcla de material vegetal (57,50 g) y disolvente (1150 mL) a una escala mayor la cual se
mantuvo a 70 °C durante 120 min y se obtuvieron 800 mL de extracto rico en antocianinas.
Después se elimino gran parte del disolvente con un rotoevaporador al vacio IKA (RV 8 V-C)
a una temperatura de 75 °C y se obtuvo 60 mL de concentrado del extracto rico en

antocianinas, con un porcentaje de sélidos totales de 18,25 %.

4.1.3 Analisis espectroscopico de las antocianinas microencapsuladas

Segun Cozzolino (2002), la espectroscopia esta basada en la luz que incide en una
muestra, los fotones se transmiten a traves de la misma, siendo el resto absorbida. La muestra
al absorber energia da como resultado un espectro con una combinacién de bandas de
absorciones parciales, sobrepuestas 0 muy cercanas, debido a que los enlaces entre carbono e
hidrégeno, oxigeno e hidrégeno y nitrégeno e hidrogeno; que son los principales componentes
en la estructura basica de las sustancias organicas; vibran en distintas formas produciendo
picos, valles y curvaturas caracteristico de cada enlace. Las antocianinas como flavonoides,
tienen un esqueleto carbonado que varia en el namero de grupos hidroxilo y en la localizacion
de unidn de los azlcares en la molécula, los acidos alifaticos o aromaticos que estan unidos a

los azucares también varian en cuanto a clase y nimero (Orellano, et al., 2017).
La estructura basica de una antocianina simple estad conformada por dos anillos
aromaticos unidos por una estructura de tres carbonos, naturalmente esta esterificada a uno o

varios azUcares. (Castillo et al., 2010).

A continuacién, en la Figura 4 se muestra el analisis por espectroscopia infrarroja de

las antocianinas microencapsuladas.
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Antocianinas de la Col Morada (B. oleracea)
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Figura 4. Espectros de FTIR del microencapsulado en comparacion con las antocianinas

sin microencapsular y el polimero.
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La Figura 4A, ilustra los grupos quimicos caracteristicos de las antocianinas y el
espectro de antocianinas sin microencapsular, mientras la Figura 4B exhibe el metabolito

microencapsulado enmascarado por el polimero maltodextrina.

Segun Barragan et al. (2018), la presencia de ciertos grupos funcionales en un analisis
de espectros de FTIR, son propias de una posible estructura antocianica, estos grupos son:
C=0 que tienen caracteristicas de absorcion entre 1680 y 1640, aromaticos entre 1600 y 1500
y la de -OH quelatado o-hidroxicetona a 3500 — 3200. Este analisis espectroscépico FTIR
permite apreciar claramente las vibraciones caracteristicas de anillos fendlicos que pueden

encontrarse ocultas en las bandas que aparecen en los 1747,19 — 1382,71 cm™.

El espectro de antocianinas microencapsulado en maltodextrina puede ser observado
en la Figura 4B. Las antocianinas se han microencapsulado con éxito puesto que el grupo

funcional estd enmascarado por el polimero.

Por otro lado, el espectro del polimero Maltodextrina carece de las bandas presentes
en el espectro de las antocianinas sin microencapsular (Figura. 4C). Dichas bandas

corresponden a los grupos OH de los polifenoles (1747,19 — 1382,71 cm™).

4.1.4 Eficiencia de microencapsulacion de las antocianinas

La microencapsulacién con maltodextrina reduce en gran manera la viscosidad de una
dispersion. Al parecer esto ocasion6 que el microencapsulado tenga gran solubilidad en agua
(Dominguez, 2012). Los resultados de la determinacion de la eficiencia de microencapsulacién
son presentados en la Tabla 3. EI mayor porcentaje de eficiencia de microencapsulacion fue
del 90.78%. La eficiencia alcanzada quizas se debié al impacto de los parametros de
microencapsulacion mediante secado por aspersion. La misma fue realizada a a una
temperatura de entrada de 150 °C y 90 °C de salida del mini Spray Dryer BUCHI-B 290. Estos
resultados casi concuerdan con lo descrito en Arrazola et al. (2014), quienes indican que la
temperatura de entrada entre 150 °C — 170 °C es un factor que influye en la eficiencia del
microencapsulado de las antocianinas de la berenjena. Una temperatura elevada del aire de

entrada da mayor eficiencia de calor y mejora los procesos de transferencia de masa.

Tabla 3. Resultados de eficiencia de microencapsulacion.

Absorbancia Eficiencia de
Dilucién 1/1000 Concentracién (mg/L) encapsulacion
a 526 nm (%)
Agua (total) | 0,203 8,66 | 9078 |
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Etanol (superficial) 0,027 0,80
Agua (total) 0,297 8,06 90,57
Etanol (superficial) 0,028 0,76
Agua(total) 0,291 8,60 89,69
Etanol (superficial) 0,03 0,89

Por otro lado, Choque & Corilla (2015), notaron al microencapsular antocianinas
extraidas de las flores del mastuerzo que la eficiencia de la microencapsulacién también puede
ser afectada por la viscosidad del extracto, pudiendo provocar que los sélidos se aglutinen en

la pared de la cdmara del secador haciendo que la eficiencia disminuya.

4.1.5 Actividad antioxidante in vivo de microencapsulado de B. oleracea.

Los organismos tienen un complejo mecanismo de defensa contra los agentes
oxidantes que se producen naturalmente en el metabolismo del oxigeno. Un antioxidante
reacciona quimicamente con sus componentes naturales para modificar o suprimir la

produccion de especies oxidantes (Orellano et al., 2017).

Los polifenoles en especial los flavonoides son donadores de hidrégenos o electrones
a los radicales libres, pueden atraparlos y desplazarlos en su estructura aromatica (Kuskoski,
et al., 2004).

Las antocianinas son uno de los pigmentos mas importantes y conocidos del mundo.
Este flavonoide tiene un efecto beneficioso para la salud, previniendo enfermedades del tipo
cardiovasculares, cancer, enfermedades circulatorias y neuroldgicas. Son muy importantes

también por su potencial antioxidativo (R. Figueroa, et al., 2011).

La actividad antioxidante del microencapsulado se comprobé mediante un andlisis in
vivo. Se expuso a estrés oxidativo a S. cerevisiae con el fin de evaluar su comportamiento al

estar sometida a perdxido de hidrégeno.

Los perfiles de crecimiento de la levadura se exponen en la Figura 5. Se decidid
cuantificar la biomasa por turbidimetria a 600 nm ya que las absorbancias medidas a esta
longitud de onda puede interpretarse como la cantidad de microorganismos presentes en un
cultivo liquido. La obtencion de una absorbancia elevada indica que existe gran turbidez, lo

que se podria considerar como la biomasa existente (Camacho & Séenz, 2010).
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Figura 5. Actividad antioxidante de microencapsulado determinada por las curvas de crecimiento de S. cerevisiae.

Para identificar el poder antioxidante del extracto B. oleracea, se empled a la levadura

radicales libres.

con el microencapsulado a una concentracion 50 mg/ml. Por otro lado, la levadura con la
vitamina C a una concentracion de 50 mg/ml se consideré como control positivo, y como
control negativo a la levadura sola. Todos estos controles se sometieron a una concentracion

de perdxido de hidrogeno de 0,5 mmol/I.

Se utiliz6 como control positivo a la vitamina C, ya que segn Avello & Suwalsky
(2006) es uno de los antioxidantes hidrosoluble méas abundante en el cuerpo humano. Este

compuesto ayuda a proteger al organismo de los efectos oxidativos provocados por los
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La levadura sin ningin tratamiento antioxidante y sin presencia de peroxido de
hidrogeno llega a un punto maximo de absorbancia de 1,145, que equivaldria al ciclo normal
de crecimiento de S. cerevisiae. Sin embargo, el perfil de crecimiento del control positivo y el
de la levadura con microencapsulado es superior. El control negativo que implica a la levadura
expuesta al estrés oxidativo sin ningin antioxidante tiene una tasa de crecimiento limitado.
Segun Moreno,et al. (2014), el microorganismo posee mecanismos de defensa propios como
catalasas, peroxidasas y superéxido dismutasas contra el dafio oxidativo. A pesar de esto, S.
cerevisiae en este ensayo alcanza un maximo de absorbancia de 1,006, el cual no supera al

control positivo, cuya curva de crecimiento alcanza 1,186 gracias a la vitamina C.

Por otro lado, se puede observar que la levadura que ha sido sometida a estrés
oxidativo y fue protegida con el microencapsulado de B. oleracea, pudo recuperarse del efecto
del perdxido de hidrégeno y ha llegado a un punto maximo de 1,214. Segln Orellano et al.
(2017), el repollo morado tiene un total de 25 mg/100 g de antocianinas, y Salas Salvado et al.

(2005), afirman que es rica en antioxidantes, 1,88 mmol/100 g.

Tanto el microencapsulado como la vitamina C a una concentracion de 50 mg/mL
tienen actividad antioxidante similar pasado los 800 min. La curva generada por el crecimiento
de la levadura en presencia del microencapsulado mostré una disminucion inicial dréstica
relacionada a la duracion de la fase de adaptacién. No obstante, los valores maximos de
crecimiento tienden a estabilizarse en la fase estacionaria del crecimiento de S. cerevisiae. El
microencapsulado fue capaz de promover un crecimiento mayor gracias a las antocianinas.
Herndndez & Arturo (2017), aseguran que este metabolito tiene actividad antioxidante que
ayuda a la proteccion de la oxidacion del ADN vy disminucion en enfermedades

cardiovasculares y algunas degenerativas, diabetes, cancer, problemas de vision.

4.2 Verificacion de la hipdtesis

Por medio del analisis de los datos obtenidos en los distintos ensayos realizados in

vivo.
Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha=0 Se acepta la hipdtesis alternativa por lo que se considera que los factores

analizados si influyen en la actividad antioxidante.
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5.1

5.2.

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se determinaron las condiciones 6ptimas de extraccion de antocianinas de hojas de B.
oleracea, alcanzandose la mayor concentracion con 120 min de extraccion a una
temperatura constante de 70 °C y una relacion de 1 parte de material vegetal por cada
20 partes de disolvente.

Se microencapsularon mediante secado por aspersion las antocianinas extraidas,
lograndose una eficiencia de encapsulacion de 90,78 %.

Se evalud la actividad antioxidante de las antocianinas microencapsuladas in vivo en
S. cerevisiae expuesta a un agente oxidante y utilizando como control positivo
vitamina C, demostrandose que el microorganismo en presencia de las antocianinas
microencapsuladas se logra recuperar en un nivel similar a la concentracion de 50

mg/ml de vitamina C, con lo que se evidencia su poder antioxidante.

Recomendaciones

Realizar una caracterizacion de los tipos de antocianinas presentes en el

microencapsulado.
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ANEXOS

Anexo 1. Absorbancias medidas a 526 nm de cada extracto.

e tract 1:20 (60 [ 1:20 (90 [1:20 (120 [ 1:25 (60 [1:25 (90 | 1:25 (120 | 1:30 (60 | 1:30 (90 | 1:30 (120
Xtracto
min) min) min) min) min) min) min) min) min)
ABS 1 0,755| 0,780 0,842| 0,845| 0,880 0,889| 0,883| 0,925 0,908
ABS 2 0,754| 0,772 0,840| 0,842| 0,898 0,890| 0,878| 0,940 0,937
ABS 3 0,752| 0,769 0,844| 0,835| 0,884 0,883| 0,892| 0,929 0,916
ABS 4 0,754| 0,760 0,838| 1,058| 0,890 0,866| 0,889| 0,878 0,908
Anexo 2. Humedades medidas de cada extracto.
1:20 (60 [1:20 (90 [1:20 (120[1:25 (60 [1:25(90 [1:25(120]1:30 (60 [1:30 (90 [1:30 (120
min) min) min) min) min) min) min) min) min)
95,361| 96,275| 96,005| 96,705| 96,205| 96,607| 95,785 96,04| 96,771
9597 | 96,306| 96,026| 96,467| 96,192 96,76| 95,982 96,57| 96,652
95,9 96,27| 95,903 96,51| 96,481| 96,161| 95958| 96,509| 96,415
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Anexo 3. Concentracion de antocianinas en cada extracto.

concentracién volumen % solidos | mg antocianina por
muestra | tiempo /L Mg o solidos | totales cada 100g de
totales | masa extracto seco

1,2 60 256,56 | 18,22 71 3,022| 214,56 8,490
1,25 60 196,04 | 16,08 82 2,820 231,26 6,951
1,3 60 257,15| 12,34 48 1,964 94,27 13,093
1,2 90 219,95| 18,26 83 3,085| 256,02 7,131
1,25 90 217,59 | 15,67 72 2,669| 192,19 8,152
1,3 90 224,09| 13,89 62 2,249| 139,42 9,965
1,2 120 21552 | 16,81 78 3,137| 244,70 6,870
1,25 120 256,27 | 18,45 72 2,513| 180,96 10,197
1,3 120 201,94 | 13,73 68 2,303| 156,63 8,767
1,2 60 264,53 | 18,78 71 3,022| 214,56 8,754
1,25 60 202,83 | 16,63 82 2,820 231,26 7,192
1,3 60 254,79 | 12,23 48 1,964 94,27 12,973
1,2 90 223,79| 18,57 83 3,085| 256,02 7,255
1,25 90 227,63 | 16,39 72 2,669 | 192,19 8,528
1,3 90 226,45 | 14,04 62 2,249 | 139,42 10,070
1,2 120 218,18 | 17,02 78 3,137 244,70 6,955
1,25 120 257,74 | 18,56 72 2,513| 180,96 10,255
1,3 120 204,01 | 13,87 68 2,303| 156,63 8,857
1,2 60 258,33 | 18,34 71 3,022 214,56 8,548
1,25 60 198,70 | 16,29 82 2,820 231,26 7,045
1,3 60 255,38 | 12,26 48 1,964 94,27 13,003
1,2 90 224,38 | 18,62 83 3,085| 256,02 7,274
1,25 90 223,79| 16,11 72 2,669| 192,19 8,384
1,3 90 228,22 | 14,15 62 2,249| 139,42 10,149
1,2 120 219,07| 17,09 78 3,137 | 244,70 6,983
1,25 120 249,77| 17,98 72 2,513| 180,96 9,938
1,3 120 205,49 | 13,97 68 2,303| 156,63 8,921
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Anexo 4. Microencapsulado.

Anexo 5 .Eficiencia de microencapsulado.

dil 1/1000 Abs. Concentracion Concentracién mg/vf % E.E
mg/L

agua 0,297 8,057745923 0,120866189
etanol 0,028 0,759652814 0,011394792 2057
agua 0,291 8,602945818 0,129044187 80,69
etanol 0,03 0,886901631 0,013303524
agua 0,293 8,662072593 0,129931089
etanol 0,027 0,798211468 0,011973172 20,78
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Anexo 6. Datos de antioxidacion, crecimiento de S. cerevisiae frente a estrés oxidativo.

Vitamina C | Vitamina C 25 .
Tiempo | 50 mg/ml, mg/ml y levadura sin Levadura con Microencapsulado
(min) Peroxido 3 Peroxido 0,5 tratamiento | Peroxido 0,5 mM (59mg/ml) Y
] M1 Peroxido (0,5mM)
120 0,226 0,245 0,205 0,103 0,154
140 0,250 0,267 0,217 0,104 0,157
160 0,278 0,293 0,229 0,104 0,163
180 0,306 0,324 0,244 0,104 0,168
200 0,343 0,361 0,26 0,104 0,176
220 0,390 0,407 0,281 0,105 0,185
240 0,447 0,455 0,305 0,106 0,197
260 0,504 0,503 0,332 0,106 0,210
280 0,565 0,547 0,363 0,106 0,227
300 0,630 0,593 0,399 0,108 0,247
320 0,700 0,646 0,44 0,109 0,271
340 0,763 0,694 0,484 0,11 0,298
360 0,825 0,746 0,53 0,112 0,328
380 0,885 0,795 0,581 0,114 0,363
400 0,939 0,845 0,631 0,117 0,403
420 0,990 0,891 0,685 0,122 0,449
440 1,042 0,930 0,738 0,132 0,498
460 1,080 0,970 0,79 0,149 0,550
480 1,112 1,009 0,834 0,167 0,604
500 1,136 1,040 0,873 0,184 0,661
520 1,161 1,065 0,916 0,198 0,717
540 1,179 1,085 0,953 0,209 0,771
560 1,195 1,101 0,98 0,22 0,827
580 1,205 1,117 1,002 0,232 0,877
600 1,219 1,121 1,019 0,245 0,919
620 1,231 1,129 1,034 0,26 0,962
640 1,241 1,137 1,047 0,276 1,005
660 1,253 1,135 1,057 0,292 1,039
680 1,266 1,147 1,067 0,31 1,067
700 1,279 1,150 1,077 0,33 1,091
720 1,290 1,151 1,083 0,351 1,108
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740 1,300 1,150 1,091 0,372 1,122
760 1,311 1,147 1,098 0,395 1,134
780 1,322 1,158 1,103 0,42 1,145
800 1,330 1,162 1,107 0,447 1,151
820 1,342 1,164 1,111 0,475 1,157
840 1,354 1,164 1,114 0,505 1,162
860 1,367 1,171 1,117 0,533 1,166
880 1,374 1,173 1,12 0,557 1,169
900 1,386 1,168 1,122 0,584 1,171
920 1,396 1,168 1,125 0,613 1,174
940 1,408 1,169 1,128 0,641 1,176
960 1,422 1,172 1,13 0,672 1,179
980 1,433 1,175 1,134 0,706 1,181
1000 1,441 1,178 1,134 0,738 1,183
1020 1,454 1,180 1,136 0,771 1,184
1040 1,457 1,180 1,138 0,802 1,186
1060 1,472 1,182 1,137 0,837 1,193
1080 1,473 1,185 1,139 0,869 1,196
1100 1,476 1,185 1,139 0,895 1,199
1120 1,478 1,187 1,142 0,917 1,203
1140 1,482 1,186 1,144 0,942 1,207
1160 1,485 1,187 1,147 0,965 1,208
1180 1,488 1,186 1,147 0,985 1,211
1200 1,487 1,186 1,145 1,006 1,214
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