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RESUMEN

En el presente trabajo se evaludo el contenido de polifenoles y la actividad
antimicrobiana de extractos de pétalos de rosas. Se trabajo con seis cultivares de rosas:
Gran Gala, Bella Epoca, Kardinal, Queen Elizabeth, Traviatay Cristobal Colon. El
contenido de polifenoles totales se determind por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu expresando el resultado en equivalentes de acido gélico (AG) como mg AG /
g muestra seca (m.s.). La actividad antimicrobiana se evalué mediante el método de
difusiéon en agar utilizando como microorganismos indicadores Listeria innocua
(bacteria Gram positiva, subrogante del patégeno Listeria monocytogenes) 'y
Pseudomonas aeruginosa, (bacteria deteriorativa Gram negativa). En los casos en que
se observd actividad frente a alguna de las cepas, ésta se cuantific6 mediante la
determinacion de los titulos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los
contenidos de polifenoles oscilaron entre 52,3 y 169,8 mg AG / g m.s. Los mayores
valores correspondieron a los cultivares de Traviata, Gran Gala yKardinal con pétalos
de color rojo, y los menores a los cultivares Cristobal Colon y Queen Elizabeth, de
colores naranja y rosa respectivamente. Todos extractos estudiados mostraron actividad
inhibitoria frente a ambas bacterias. Al determinar los titulos contra L. innocua, se
observé que Gran Gala, Bella Epoca, Traviatay Kardinal mantuvieron su actividad
inhibitoria hasta la dilucion 16, mientras que Queen Elizabeth y Cristobal Colén lo
hicieron hasta la dilucion 8. Con respecto a los titulos contra P. aeruginosa, se
encontr6 que los extractos de Gran Gala y de Kardinal conservaron su actividad
antagonista hasta la dilucién 16™, mientras que los cuatro extractos restantes lo hicieron
hasta la dilucion 8. Tal como se esperaba, en todos los casos se observé que a medida
que los extractos se diluyeron, la zona de inhibicion disminuyd. Estos resultados
guardan concordancia con el contenido de polifenoles totales, especialmente respecto a
la actividad contra L. innocua. Los resultados sugieren que los extractos estudiados
podrian ser aplicados para la conservacion de alimentos. En particular, aquellos
obtenidos a partir de cultivares de color rojo serian los mas efectivos.
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1. Introduccion

En los ultimos afos ha crecido el interés por las flores comestibles dentro del campo
de las investigaciones en fitoquimicos, debido a los efectos positivos observados,
asociados a la salud humana (Lu, Li y Yin, 2016). En particular, el cultivo de las plantas de
rosa puede realizarse para la industria de la flor de corte o para ser vendidas como plantas
ornamentales. En el tiempo que lleva la obtencion de una planta de tamafio comercial, se
producen varias floraciones, las cuales se desechan, dejando el material a campo. Las rosas
descartadas durante el desarrollo del cultivo podrian utilizarse como alimento e incluso,
para extraer sustancias de interés con el fin de sustituir aditivos sintéticos, tanto en la
industria de alimentos como farmacéutica, cosmética o textil. De esta manera, se
lograria una produccion mas eficiente del cultivo agregando valor a la economia local
mediante una alternativa a la comercializacion tradicional.

Los pétalos de rosas presentan elevados contenidos en vitaminas, minerales y
compuestos bioactivos, particularmente polifenoles (dos Santos y col., 2018; Pires y col.,
2017). Los compuestos fendlicos son un amplio grupo de fitoquimicos clasificados como
metabolitos secundarios. Estos desempefian diversas funciones fisiologicas en las plantas,
como intervenir en el crecimiento, reproduccion y procesos defensivos frente a distintos
tipos de estrés. Dentro de las actividades biologicas asociadas a beneficios para la salud
humana se encuentran sus efectos anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas,
antialérgicos, antivirales e inhibidores de enzimas prooxidantes (De Ancos y col., 2015;
Rajeshwari, Shobha y Andallu, 2014; Scalbert y col., 2005). En este contexto, los extractos
florales y sus aceites esenciales también se consideran potenciales agentes antimicrobianos
naturales. Voon, Bhat y Rusul (2012) han reportado que poseen un amplio espectro de
actividad antimicrobiana contra diversos microorganismos patdogenos y de deterioro,
atribuyendo su eficacia a sus constituyentes bioactivos.

En base a lo expuesto, los objetivos del presente trabajo fueron determinar el
contenido de fenoles totales y la actividad antimicrobiana de extractos de pétalos de rosa
de 6 cultivares diferentes, y evaluar, ademas, si ambos parametros se encuentran

relacionados.



2. Materiales y métodos
2.1 Muestras

Se trabajé con seis cultivares de rosas (Rosa sp), con colores de pétalos variados.
Los cultivares utilizados fueron Gran Gala, Kardinal y Traviata (color rojo), Bella
Epoca y Queen Elizabeth (color rosa) y Cristébal Colén (color naranja). De cada
cultivar se utilizaron las flores abiertas de 3 cosechas, tomando 10 flores de cada
cosecha. Se separaron los pétalos, y se congelaron en nitrégeno liquido. Las muestras
congeladas se liofilizaron, molieron y almacenaron a -20°C. A partir de los polvos se
obtuvieron los extractos para realizar las determinaciones detalladas a continuacion.
Ademés, se determiné el contenido de humedad por secado en estufa de vacio a 65 °C
hasta constancia de peso segin AOAC: 920.151 (1990).

2.2 Preparacion de extractos

Para analizar el contenido de fenoles totales se pesé aproximadamente 0,05 g de
muestra de cada cultivar de rosa. Cada muestra se traté con 5 ml de etanol 80% (v/v) y
se incubd 15 minutos a 50 °C en baio ultrasénico de 37 kHz Elmasonic S 30H (Elma
Schmid bauer GmbH, Alemania). Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
centrifugd 15 minutos a 8500 rpm, se filtrd al vacio y se guardo el sobrenadante. Se
agregd 1 ml de solvente de extraccion al pellet y se centrifugd nuevamente por 10
minutos. Se filtr6 y los sobrenadantes se llevaron a 10 ml con etanol 80%.

Para la cuantificacion de la actividad antimicrobiana, los extractos se prepararon
empleando 0,25 g de muestra por cada 10 ml del solvente de extraccion. Luego, se
evapord el solvente hasta una concentraciéon 5 veces mayor que la inicial, con el
objetivo de eliminar el etanol y aumentar la concentracién de compuestos bioactivos.
Todas las extracciones se realizaron por duplicado y se guardaron en freezer hasta su
analisis.

2.3. Determinacion del contenido de polifenoles

La determinacion del contenido de polifenoles totales en los extractos se realizé
con el reactivo de Folin-Ciocalteu de acuerdo al método de Singleton y Rossi (1965)
con algunas modificaciones. A 250 ul de extracto se le agregaron 4 ml de agua
bidestilada y 250 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu. Luego de 3 minutos, se
incorporaron 500 ul. de Na,COs IN agitando en vortex. Se mantuvo 120 minutos a
temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 750 nm en espectrofotometro UV/Vis
Lambda 25 (Perkin Elmer, USA). En paralelo se realizd6 una curva de calibracion

empleando concentraciones de acido galico en el rango de 0,06 a 0,3 mg/ml Los



resultados se expresaron como mg de acido galico (AG) / g muestra seca (ms). Todas
las determinaciones se realizaron por triplicado.
2.4. Determinacion de actividad antimicrobiana
2.4.1. Ensayo de Difusion en agar

La determinaciéon de la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos se
evaluo aplicando el método de difusion en agar, metodologia recomendada por el
National Committee of Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1999). Como cepas
indicadoras, se utilizaron los siguientes microorganismos de coleccion: Listeria innocua
ATCC 33090 (como alternativa al patogeno Listeria monocytogenes), Lactobacillus
plantarum ATCC 8014 (como representante de las bacterias deteriorativas Gram
positivas), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas fluorescens ATCC
49838 (ambas como representantes de las bacterias deteriorativas Gram negativas) y
Zygosaccharomyces bailii NRRL 7256 (como representante de levaduras deteriorativas
resistentes a condiciones ambientales adversas). Brevemente, se inocul6 agar TSA (o
Sabouraud en el caso de Z. bailii) al 1,2% con 10°UFC/ml de los cultivos indicadores y
se prepararon placas de Petri, dispensando 20 ml del agar inoculado. Una vez que el
agar solidifico, se formaron pocillos de 6 mm de diametro, utilizando un sacabocados
estéril. Se colocaron 50 pul de extracto en cada pocillo. Las placas se incubaron a 4 °C
durante 2 horas y luego a 30 °C durante 24 horas. Como control se utiliz6 el solvente de
extraccion, evaporado de la misma manera que los extractos. Luego de la incubacion se
midi6 el didmetro de los halos de inhibicion obtenidos. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.
2.4.2. Determinacion de los titulos de los extractos con actividad antimicrobiana

En los casos en los cuales se detectd actividad antagonista, se determinaron los
titulos de los extractos. Para ello, se repitio el procedimiento antes descripto, sembrando
en cada pocillo sucesivas diluciones de los extractos. El titulo de los extractos se definid
como la mayor dilucién que produjo una zona de inhibicion visible (Delgado y col.,
2005). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
2.5. Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos de la determinacion del contenido de polifenoles se analizaron
llevando a cabo un ANOVA de un factor (cultivar) seguido por el test de Tukey para
comparacion de muestras multiples. La significatividad estadistica se evalud a un nivel
de 5% (0=0,05). El andlisis estadistico se realiz6 mediante el empleo del programa

Infostat.



3. Resultados y discusion
3.1. Contenido de polifenoles totales
La Tabla 1 presenta el contenido de fenoles totales determinado por el método de
Folin-Ciocalteu, sobre los pétalos de los distintos cultivares de rosa estudiados. Los
resultados se expresaron como miligramos de AG / g ms debido a que se ha reportado
que este acido fenolico es el mayoritario en rosas (Trinh, Choi, y Bae, 2018; Vinokur y

col., 2006).

Tabla 1. Contenido de fenoles totales

Cultivar Fenoles totales

(mg,c/g ms)
Traviata 170° £ 5
Gran Gala 151°+ 7
Kardinal 119°+7
Bella Epoca 924+ 4

Cristobal Colon 70°+3
Queen Elizabeth 520+ 2

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

En la Figura 1 se puede observar la variedad de colores que presentan los pétalos
estudiados, previo al tratamiento de deshidatacion mediante liofilizacién y posterior
molienda. A partir de los resultados descritos anteriormente se podria inferir que existe
una relacion entre el color de los pétalos y el contenido de fenoles totales, ya que los
cultivares de color rojo, Gran Gala, Traviata y Kardinal son aquellos que presentan los

valores mas elevados de este parametro.

Traviata Kardinal Bella Epoca

»

Figura 1. Cultivares de rosa estudiados en el presente trabajo.



3.2. Actividad Antimicrobiana

Al llevar a cabo el ensayo de difusion en agar, no se observé actividad antagonista
por parte del solvente de extraccion, esto indica que, en caso de encontrar halos de
inhibicidn, los mismos se deben tnicamente a la presencia de los extractos estudiados.

Al evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de pétalos de rosas, se
observd que los 6 cultivares estudiados presentaron actividad contra L. innocua y contra
Ps. aeruginosa. En el primer caso se obtuvieron halos de inhibicion entre 16 y 18 mm,
mientras que, en el segundo caso, los halos hallados presentaron diametros entre 12 y 15
mm (Tablas 2 y 3). Estos resultados indican que los extractos fueron mas efectivos
contra L. innocua que contra Ps. aeruginosa. Ningin extracto logrd inhibir el desarrollo
del resto de los microorganismos indicadores.

Teniendo en cuenta estos resultados se decidié determinar los titulos de los 6
cultivares contra L. innocua y contra Ps. aeruginosa. En el primer caso, se observd que
los cultivares Gran Gala, Bella Epoca, Kardinal y Traviata mantuvieron su actividad
inhibitoria hasta la dilucion 16, mientras que Queen Elizabeth y Cristébal Colon lo
hicieron hasta la dilucién 8" (Tabla 2). Cabe destacar que los cultivares que presentaron
mayor titulo, son los que presentan pétalos de colores mas intensos (Figura 1). Al
determinar los titulos contra Ps. aeruginosa, se observo que solo los cultivares Gran
Gala y Kardinal conservaron su actividad antagonista hasta la dilucion 16, Los 4
cultivares restantes presentaron actividad inhibitoria hasta la dilucion 87! (Tabla 3).

Como era de esperar, en todos los casos la zona de inhibicién fue menor a medida
que aumento6 la dilucion de los extractos. Por ultimo, cabe mencionar que los cultivares
que presentaron mayor actividad antagonista, son también los que presentan mayor

contenido de polifenoles totales.

Tabla 2. Diametros de los halos de inhibicidn obtenidos contra L. innocua expresados en mm.

Dilucién
Cultivar 1 2t 40 8 160 327
Gran Gala 18 16 14 12 10 -
Bella Epoca 16 15 13 11 9 -
Kardinal 17 15 14 12 10 -
Queen Elizabeth 16 14 12 10 - -
Traviata 18 15 13 12 10 -

Cristobal Colon 17 16 13 9 - -




Tabla 3. Diametros de los halos de inhibicion obtenidos contra Ps. aeruginosa expresados en
mm.

Dilucion
Cultivar 1 2t 4 8 160 327
Gran Gala 13 12 11 10 9 -
Bella Epoca 15 13 11 10 - -
Kardinal 14 12 10 9 8 -
Queen Elizabeth 13 12 10 8 - -
Traviata 14 13 11 9 - -
Cristobal Colon 12 11 9 8 - -

La actividad antimicrobiana de extractos de pétalos de flores ha sido previamente
reportada. Sin embargo, la informacion acerca de los cultivares utilizados en este
estudio y acerca de la actividad antagonista de pétalos de flores contra L. innocua es
muy escasa. A pesar de trabajar con otras variedades de flores comestibles, y en algunos
casos, con otros microorganismos indicadores, la bibliografia reporta resultados
similares a los obtenidos en este estudio. A modo de ejemplo, Ozkan y col. (2004) y
Ksouri y col. (2009) observaron actividad antimicrobiana de extractos de flores de Rosa
damascena y Tamarix gallica L., respectivamente. En ambos casos, los extractos eran
ricos en polifenoles. Por otra parte, China y col., (2012) observaron halos de inhibicién
entre 12 y 17 mm al evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de flores de
Sesbania grandiflora que contenian polifenoles. En el mismo estudio, observaron que
los microorganismos Gram positivos fueron més sensibles a los extractos que los Gram
negativos. En concordancia con esto, en el presente estudio, la inhibiciéon producida
sobre L. innocua (Gram positiva) fue mayor que la producida sobre Ps. Aeruginosa

(Gram negativa).

4. Conclusiones

Los resultados demuestran que los extractos de pétalos de rosas estudiados son
fuente de polifenoles y de compuestos con actividad antimicrobiana contra dos
microorganismos de relevancia en el area de los alimentos. Los cultivares Gran Gala,
Traviatay Kardinal de coloracion roja, fueron los que presentaron resultados mas

promisorios y por ende podrian ser aplicados para la conservacion de alimentos.
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