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RESUMEN

En el presente estudio se analizdé la actividad antioxidante de subproductos de guayaba
(Psidium guajava L.). Se obtuvieron extractos lipofilicos e hidrofilicos con diferentes solventes
(hexano, etanol y metanol) y dos métodos de extraccion (soxhlet: 5 horas y maceracion
dindmica: 3, 6 y 24 horas). Los extractos fueron analizados en cuanto a rendimiento de
extraccion, actividad antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP), contenido de fenoles totales y la
cuantificacién de compuestos fendlicos y carotenoides mediante HPLC. El mejor rendimiento de
extraccion fue 13.31% utilizando etanol durante 24 horas. En funcion a actividad antioxidante
los mejores resultados fueron para ABTS: 43.32 umol TE/g BH con metanol a 6 horas, DPPH y
FRAP con metanol y 24 horas: 39.87 y 27.89 umol TE/g BH respectivamente, para fenoles
totales: 273.39 mg EAG/100g BH con etanol a 24 horas. Algunos compuestos fendlicos en la
fraccion hidrofilica fueron éacido gdlico: 112.78 mg AG/100 g BH; quercetina; 26.22 mg
quercetina/100 g BH y acido transcinamico: 5.44 mg AT/100 g BH. En la fraccion lipofilica se

determiné B-caroteno, con el mejor valor de extraccion de 5.21 mg B-caroteno/100g.

Palabras claves: Actividad antioxidante, subproductos de guayaba, compuestos fendlicos



ABSTRACT

In the present study was analyzed the antioxidant activity of byproducts guava (Psidium guajava
L.). Were obtained lipophilic and hydrophilic extracts with different solvents (hexane, ethanol and
methanol) and two methods of extraction (soxhlet: 5 hours and dynamic maceration: 3, 6 and 24
hours). The extracts were analyzed for extraction yield, antioxidant activity (ABTS, DPPH,
FRAP), total phenol content and quantitation of phenolic compounds and carotenoids by HPLC.
The best yield was 13.31% extraction using ethanol for 24 hours. According to antioxidant
activity best results were for ABTS: 43.32 ymol TE/g BH with methanol to 6 hours, DPPH and
FRAP with methanol and 24 hours: 39.87 y 27.89 umol TE/g BH respectively, for total phenols:
273.39 mg EAG/100g BH with ethanol to 24 hours. Some phenolic compounds in the hydrophilic
fraction were gallic acid: 112.78 mg AG/100 g BH; quercetin; 26.22 mg quercetin/100 g BH and
transcinamico acid: 5.44 mg AT/100 g BH. In the lipophilic fraction f-carotene was determined,

with the best value extraction p-carotene 5.21 mg/100g.

Keywords: Antioxidant activity, byproducts of guava, phenolics



INTRODUCCION

La demanda por productos que permitan prevenir y reducir el riesgo de contraer enfermedades
cronicas ha conducido a la producciéon y mercadeo de los denominados alimentos funcionales,
aguellos que ademas de ser fuente de componentes requeridos para la nutricion proveen de
componentes con actividad biolégica sobre el consumidor para mejorar su salud (PWC, 2009).
Los consumidores buscan activamente que los productos alimenticios sean naturales y les de la
seguridad de otorgarles bienestar, en lugar de los productos con ingredientes sintéticos;
fabricantes de alimentos y bebidas buscan ingredientes bioactivos naturales para incorporar en
todos los tipos de productos alimenticios (Pinelo J., 2003). Segun el reporte de
PricewaterhouseCoopers el mercado de alimentos funcionales en el 2006 se estimé entre 50 y
60 billones de doélares con un crecimiento en el 2009 entre 8.5% y 20% anual y se estima un
crecimiento del 1% al 4% por afio (PWC, 2009).

Las fracciones de residuos primarios obtenidos en el procesamiento de alimentos, son residuos
de céscara y semillas, las cuales contienen altas cantidades de componentes bioactivos que
pueden ser potencialmente explotados como agentes nutracéuticos con capacidad antioxidante
(Amin & Mukhrizah, 2006). Los compuestos polifendlicos son los compuestos bioactivos
antioxidantes naturales mas abundantes y ampliamente distribuidos del reino vegetal, con mas
de 8000 estructuras polifendlicas conocidas (Haslam, 1998). Los compuestos fendlicos juegan
un papel importante en el color y sabor de los alimentos y bebidas, el consumo regular esta
asociado con efectos beneficiosos para la salud humana (Ugartondo, 2009), en cuanto a la
reduccién de la incidencia de enfermedades como el cancer, enfermedades cardiovasculares y

otras patologias (Santacruz C., 2011).

La guayaba es un fruto exotico proveniente de la region tropical y subtropical del mundo
(Espinal, 2010). La produccién mundial de guayaba estimada para el afio 2002 fue de 14.9
millones de toneladas (23% de la produccién mundial total de frutas tropicales) (Nufiez R,
2005). La industrializacion de la guayaba provee una variedad de productos: bebidas, jarabes,
helados, mermeladas, jaleas, caramelos, jugos, vinos y productos enlatados (Jiménez-Escrig,
Rincon, Pulido, & Saura-Calixto, 2001). La pulpa de guayaba que se exporté en el 2006 fue de
aproximadamente 2.4 y de puré 26.7 mil toneladas, mientras que en el 2007 fueron 2.7 mil

toneladas de pulpa de guayaba y no se registran datos de puré (Torres, 2010). Durante la



produccion de puré de guayaba rosada, los subproductos que se producen representan el 25%
del peso total de carga (Kin Weng Kong, Ismail, Tan, & Rajab, 2010), el procesamiento de
diferentes frutas, producen cantidades variables de subproductos, muchas veces superiores a
las partes comestibles. Algunos ejemplos de productos derivados de frutas exoéticas tropicales
gue han encontrado una oportunidad de éxito en el proceso de la extraccion de compuestos
bioactivos son la pifia, papaya, taro y mango (Ayala-Zavala, Vega-Vega, Rosas-Dominguez,
Palafox-Carlos, Villa-Rodriguez, Siddiqui, et al., 2011).

La guayaba es ampliamente conocida por su alta calidad nutricional, contenidos de fibra
dietaria, carbohidratos, minerales, vitaminas y por sus diversas propiedades funcionales, entre
las que se encuentran su actividad antiinflamatoria asociada a los flavonoides (miricetina,
quercetina, luteolina, kaempferol, apigenina, guaijaverina, leucocianidina) (Espinal, 2010;
Lagos-Witte, Germosén-Robineau, & Weniger, 1997; Vargas, 2006), actividad analgésica
asociada a los triterpenos (a y B amirina y derivados, lupeol, acidos: arjundlico, asiatico, proto-
basico, bramico, maslinico, ursélicol8 y oleandlico) (Sanches, Garcia Cortez, Schiavini,
Nakamura, & Dias Filho, 2005; Vargas, 2006), actividad antipirética asociada a la pulegona,
actividad espasmolitica asociado a los derivados de la L-DOPA (L -3,4 —dihidroxifenilalanina),
actividad antibacterial asociada a los taninos y la actividad antioxidante asociada a los

compuestos polifendlicos, acido ascorbico y carotenos (Espinal, 2010).

Esta investigacion tiene como fin extraer y cuantificar compuestos polifenélicos presentes en los
subproductos de guayaba, realizando la extraccibn mediante maceracién dinAmica y soxhlet
con diferentes solventes: hexano, etanol y metanol; debido a que cada solvente produce
extractos con composiciones especificas por la diferencia en sus polaridades y afinidades. De
este modo se buscara obtener fracciones lipofilicas e hidrofilicas que luego serviran para

comparar la eficiencia y selectividad de la extraccion con fluidos supercriticos.



1. REVISION DE LITERATURA



1.1.

Guayaba

1.1.1. Origeny clasificacién botanica.

Guayaba (Psidium guajava L.) es una fruta exdética de la familia Myrtacea. Su lugar de
origen es incierto, en América se extiende desde el sur de México hasta América del
Sur (Nufiez R, 2005); son diversas las condiciones climéaticas para su siembra y cultivo,
pero es preferible los climas célidos y secos (Espinal, 2010). En Ecuador se localiza en
todas las zonas tropicales, en la gran mayoria es cultivada sin manejo agronémico y en

estado silvestre (Rodriguez, 2002).
La clasificacion botanica de la guayaba se muestra continuacioén en la tabla 1.1:

Tabla 1. 1. Clasificacién botanica de la guayaba

Clase Dicotiledéneas
Familia Myrtaceae
Género Psidium
Especie Guajava L

Nombre cientifico Psiduim Guajaba L
Nombre vulgar Guayaba

Fuente: Torres (2010)

Elaboracién: La autora

El arbol de guayaba que se observa en la figura 1.1, es un arbusto frondoso, que tiene
hasta 10 m de altura, el tronco es corto, torcido, de ramificacion baja; la corteza es de

color café rojizo, tersa, escamosa (Rodriguez, 2002; Torres, 2010).



Figura 1. 1. Arbol de guayaba
Fuente: La Autora
Elaboracién: La autora

El fruto de la guayaba que se muestra en la figura 1.2, es una baya de olor fragante, forma
redonda, ovoide o con forma de pera, con un didmetro de 5 cm y peso de 50 - 100 g. Esta
compuesta por un mesocarpio carnoso y un endocarpio con numerosas, pequefas y duras
semillas. El color de la piel varia de amarillo verdoso a amarillo claro en su madurez y la
pulpa puede ser blanca, rosada o roja, aunque existen otras variedades (Espinal, 2010;
Nufiez R, 2005; Rodriguez, 2002; Torres, 2010).

Figura 1. 2. Fruto de guayaba
Fuente: Espinal (2010)

Elaboracién: La autora



1.1.2. Composicién quimica de la guayaba.

Tabla 1. 2. Componentes nutricionales de la guayaba rosaba

_ Valor por 100 g de fruto

Nutrientes
Ref. (1) Ref. (2)

Agua (g) 80.8 84.91
Proteina (g) 2.55 1.12
Total de lipidos (grasa) (g) 0.95 0.21
Carbohidratos (g) 14.32 12.33
Fibra dietaria total (g) 54 1.7
Cenizas () -- 0.51
Minerales
Potasio (mQ) 417.0 2404
Fésforo (mg) 11.0 39.34
Calcio (mg) 18.0 25.52
Hierro (mg) 0.26 0.94
Vitaminas
Vitamina C (mg) 228.3 394.60
Vitamina A (UI) 624.0 <0.01
Tiamina (mg) 0.067 0.046
Riboflavina (mg) 0.040 0.03-0.04
Niacina (mg) 1.084 0.6-1.068

Fuente: (1) USDA (2006); (2) Lopez (2008)
Elaboracién: La autora

El fruto de guayaba tiene un gran valor nutricional y funcional gracias a su alta
capacidad antioxidante, contenidos de fibra dietaria, carbohidratos, minerales y
vitaminas (Espinal, 2010), es rica en acido ascorbico (vitamina C), con niveles mucho

mas altos que la mayoria de frutas, su contenido oscila entre 50 - 300 mg/100 g de fruto



esto es de tres a seis veces mayor que el contenido de naranja (Thaipong, Boonprakob,
Crosby, Cisneros-Zevallos, & Byrne, 2006; Yau, Theng, Tee, & Jhi, 2006).

La fruta, en particular la variedad rosada, tiene una buena cantidad de vitamina A (beta-
caroteno), vitamina B como tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina y acido pantoténico.
Ademas, contiene una gran cantidad de fésforo, calcio, hierro, potasio y sodio (Yau,
Theng, Tee, & Jhi, 2006). En la tabla 1.2 se detallan los componentes de la guayaba.
Estudios fitoquimicos muestran que las diferentes partes de la planta de guayaba;
corteza, fruta, y hojas, poseen actividades fisiolégicas como antibacterianas,
hipoglucémicas, anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas, espasmoliticas, y son
utilizados en practicas de medicina ancestral para el tratamiento de heridas, Ulceras,
afecciones intestinales y colera (Sanches, Garcia Cortez, Schiavini, Nakamura, & Dias
Filho, 2005).

1.2. Produccién de guayaba

1.2.1. Produccién mundial de guayaba.

Los principales productores de guayaba a nivel mundial son: India y Sudafrica, en
Sudamérica: Brasil, Colombia, Per(, Ecuador y Venezuela, producen cantidades
significativas (Jiménez-Escrig, Rincén, Pulido, & Saura-Calixto, 2001; Mercadante,
Steck, & Pfander, 1998; Salgado, Roncari, Michelin, & Moreira, 2006).

1.2.2. Produccién de guayaba en Ecuador.

Las estadisticas del Censo Agropecuario del Ecuador del afio 2012, sefialan que la
produccion anual de guayaba fue de 1353 Tm, de las cuales 612 Tm fueron
comercializadas, siendo la provincia de Pastaza la de mayor produccion con 397 Tmy la
provincia de Loja en este mismo afio fue de 25 Tm, datos que se indican en la tabla 1.3
(INEC, 2012).



Tabla 1. 3. Produccion de Guayaba en Ecuador

Provincia Produccion (Tm)
Pastaza 397
Morona Santiago 381
Tungurahua 221
Manabi 120
Guayas 49
Cotopaxi 43
Loja 25
Zamora Chinchipe 22
Imbabura 20
Resto de provincias 75

Fuente: INEC (2012)
Elaboracién: La autora

1.3. Subproductos de la guayaba

En la industria de obtencién de puré de guayaba se genera gran cantidad de subproductos que
representan aproximadamente el 25% del peso total de la fruta fresca. Tres tipos de
subproductos se obtienen en las diferentes etapas de refinado (12%), tamizado (8%) y triturado
(5%) (K. W. Kong & Ismail, 2011). La primera fraccién de subproducto, refinado de guayaba, es
de color verde-marrén, y se compone de cascara y semilla. Mientras que las fracciones de
triturado y tamizado consisten mayormente de pulpas de color levemente rojo (K.-W. Kong,
Ismail, Tan, Nagendra Prasad, & Ismail, 2010).

Los subproductos de guayaba se muestran como una fuente atractiva de compuestos con
capacidad antioxidante (Amin & Mukhrizah, 2006); entre polifenoles, flavonoides, carotenoides
principalmente licopeno (K.-W. Kong, Ismail, Tan, Nagendra Prasad, & Ismail, 2010; K. W. Kong
& Ismail, 2011; Kin Weng Kong, Ismail, Tan, & Rajab, 2010), los cuales pueden ser
recuperados.

Marquina et al (2008) encontraron que la piel presenta el mayor contenido de polifenoles y

capacidad antioxidante determinada mediante ABTS, aproximadamente el doble del contenido
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en la pulpa de guayaba con un valor de 10.36 g GAE/100 g, 377.80 y uM TE y 6.73 g GAE/100
g, 165.31 uM de equivalente de Trolox respectivamente.

1.4. Antioxidantes

Gutteridge y Halliwell (2000) definen a un antioxidante como: “cualquier sustancia que presente
en concentraciones bajas con respecto a un sustrato oxidable, retrasaria o evitaria

significativamente la oxidacion de dicho sustrato” (Benzie & Strain, 1996; Ugartondo, 2009).

Los radicales libres son entidades quimicas que tienen un electron desapareado 0 no
compartido, por lo que son algo inestables, es decir, son de vida corta y son altamente reactivos
y para conseguir su estabilidad, tratan de perder o ganar un electrén (Arranz Martinez, 2010).
Los antioxidantes evitan que los radicales libres dafien los tejidos del huésped, al reaccionar
cediendo un electrén, que oxida y transforma al radical libre en un radical mas débil no tdxico y
por lo tanto se cree que reduce el riesgo de ciertas enfermedades degenerativas como el

cancer o los trastornos cardiovasculares (Arranz Martinez, 2010; Nufiez R, 2005).

Actualmente se conocen aproximadamente 10000 compuestos distintos con capacidad
antioxidante localizados principalmente en hortalizas y verduras, semillas y aceites de semillas,
frutas y bebidas como el vino y cerveza (Navarro-Marfil, 2008).

1.4.1. Compuestos polifendlicos.

Son uno de los grupos de antioxidantes naturales mas abundantes en el reino vegetal,
considerados metabolitos secundarios de las plantas y con diferente estructura y
actividad, aproximadamente 8000 estructuras identificadas. Su distribucion en los
diferentes tejidos y células vegetales, puede variar de acuerdo al tipo de compuesto,
situandose en el interior de las células o en la pared celular (Martinez Valverde, Periago,
& Ros, 2000). Estos compuestos tienen actividad biolégica entre las que destacan su
actividad antioxidante, antinflamatoria, como antiagregantes plaguetarios, antimicrobiana
y antitumoral (Coérdova lzquierdo, Cordova Jiménez, Ruiz Lang, Coérdova Jiménez,

Guerra Liera, Rodriguez Denis, et al., 2009).
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Existen diferentes estructuras de polifenoles que son definidas en funcién del nimero de
anillos fendlicos que posee y se clasifican en: flavonoides, &cidos fendlicos (derivados
del acido hidroxibenzoico), estilbenos, alcoholes fendlicos y lignanos (Quifiones, Miguel,
& Aleixandre, 2012). La estructura molecular de los &cidos fendlicos simples y de las
distintas familias de flavonoides se indica en la figura 1.3.

Acido benzoico Acido cindmico Flavonas
Ph
7 CHCHCOOH o
A |
O
Flavonoles Flavanonas Isoflavonas
Ph O
o | o.__-Ph |
\OH S Ph
O le) O
Flavanoles Antocianidinas
@CI i ) )
a3
~OH @

Figura 1. 3. Estructura molecular de los acidos fenélicos simples y de las distintas
familias de flavonoides
Fuente: Conde (2009)

1.5. Extraccion de compuestos fendlicos

La extraccién de compuestos polifendlicos presentes en alimentos depende de la naturaleza
quimica y del grado de polimerizacion de los compuestos, método de extraccion, tamafio de
particula de la muestra, polaridad de los solventes, de la matriz vegetal (grasa, carbohidratos,
clorofilas). El tiempo de extraccion es también determinante al momento de obtener un mayor
rendimiento. Las condiciones de extraccion y la seleccién de los disolventes dependeran del
tipo de muestra y de la naturaleza de los compuestos que se desea extraer.
Independientemente de las condiciones de extraccion utilizadas, la extraccion siempre es
incompleta y una cantidad de compuestos polifendlicos puede quedar en los residuos de la

extraccion. (Arranz Martinez, 2010).
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El proceso de extraccion por lo general siempre se realiza una primera extraccion con
disolventes organicos o la mezcla de algunos de ellos (metanol, etanol, propanol, acetona,
agua, dimetilformamida, acetato de etilo) obteniéndose en el extracto una mezcla de diferentes
compuestos polifendlicos (Antolovich, Prenzler, Robards, & Ryan, 2000).

1.5.1. Extraccion liquido-liquido.

Se denomina extraccion liquido-liquido a la extraccibn con disolventes de los
componentes de una solucion liquida por contacto con otro liquido insoluble. Si las
sustancias que componen la solucién original se distribuyen de manera distinta entre las
dos fases liquidas, se puede lograr cierto grado de separacion, que puede
incrementarse mediante el uso de contactos mdultiples o su equivalente en la forma de la

absorcion de gases y la destilacion (Treybal, 1999).

1.5.2. Extraccion sélido-liquido

1.5.2.1. Lixiviacion.

Es un método muy utilizado en la separacién de compuestos antioxidantes (Conde,
2009), se basa en la disolucién de uno o0 mas compuestos de interés de una mezcla

solida por medio del contacto con un solvente liquido (Treybal, 1999).

Algunos compuestos organicos son separados mediante lixiviacién; en el caso de
aceites vegetales son recuperados a partir de semillas, como en el caso del algodén con
disolventes organicos (Marroquin, 2008). Para la extraccion de los compuestos de
interés se requiere la utilizacién de disolventes convencionales y posterior eliminacion
para obtener un extracto concentrado. Los disolventes mas utilizados son agua

acidificada, etanol y metanol (Conde, 2009).
1.5.2.2. Extraccion en soxhlet.

Este método de extraccibn de compuestos organicos en matrices sélidas ha sido
aplicado durante décadas, es una técnica estandar y utilizada como referencia para
evaluacion de los resultados de métodos de extraccion solido-liquido. Es una técnica

general y bien establecida que supera los resultados de otras técnicas convencionales,
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1.6.

aunque tiene un campo limitado en la extraccidbn de compuestos termol4biles. La
utilizacion de distintos disolventes da lugar a diferentes extractos y con diferente
composicion (Conde, 2009).

Determinacion de la capacidad antioxidante

Es necesario utilizar varios métodos de medida de actividad antioxidante para obtener un valor

representativo de capacidad antioxidante de la muestra, donde cada método es sensible a las

distintas caracteristicas redox del compuesto polifendlico ya que la capacidad antioxidante se

debe a la accion conjunta de antioxidantes de muy variada reactividad (Espinal, 2010;

Santacruz C., 2011). Diferentes métodos espectrofotométricos basados en diferentes principios

guimicos son usados para la cuantificacién de fenoles totales, entre los que se encuentran
Folin-Ciocalteu; ABTS, DPPH, FRAP, entre otros.

1.6.1. Método ABTS.

La generacion del cation radical ABTS constituye la base de este método
espectrofotométrico. El ensayo ABTS™ [2,2 azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic
acid)] aplicado a la medicion de la capacidad antioxidante total de soluciones de
sustancias puras, mezclas acuosas y bebidas esta basado en la generacion de ABTS™
croméforo azul/verde ABTS™ a través de la reaccion de ABTS y persulfato de potasio.
La adicién de antioxidantes al cation radical preformado lo reduce a ABTS, en una
medida y escala dependiendo de la actividad antioxidante, la concentracion del
antioxidante y la duracion de la reaccion. Asi, el grado de decoloracién como porcentaje
de inhibicién del catién radical ABTS™ es determinado como una funcién de la
concentracion y el tiempo y calculado relativamente para la actividad equivalente del
trolox como un estandar, en las mismas condiciones. El método es aplicable al estudio
de antioxidantes hidro y lipo solubles, compuestos puros y extractos de alimentos (Re,

Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang, & Rice-Evans, 1999).
1.6.2. Método DPPH.
Se basa en la reduccion del radical DPPH- por los antioxidantes de una solucion (Brand-

Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). El radical es estable y tiene una coloracién purpura
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que se pierde progresivamente cuando se afiade la muestra que contiene sustancias
antioxidantes. La decoloracion del radical se determina a una longitud de onda de 515
nm hasta alcanzar el equilibrio. Entre las ventajas de usar este método se tiene que el
ensayo DPPH es un método rapido y sencillo y que no requiere de un equipamiento
sofisticado. La desventaja que tiene este método es que sélo puede disolverse en medio
organico y en algunos casos la interpretacion resulta complicada, ya que algunos
compuestos diferentes pueden causar interferencias si poseen un espectro de absorcién
similar al DPPH (Santacruz C., 2011).

1.6.3. Método FRAP.

Este método permite medir la capacidad de transferencia de electrones y la capacidad
de reduccion férrica que tienen los compuestos antioxidantes hidrofilicos. En el método
FRAP se cuantifica la aparicion del complejo [Fe (I1)(TPTZ),]*? que es un croméforo que
tiene su maxima absorcion a 593 nm. El mecanismo que se mide en el método de FRAP
es la capacidad que tiene un determinado compuesto antioxidante de transferir un
electron al Fe*® y reducirlo a la especie Fe*?, ocasionando la aparicién de la quinona.
Debido a que el complejo [Fe(lll)(TPTZ),]*® tiene un potencial de reduccién muy bajo, el
método FRAP es un método de muy baja especificidad (el complejo puede ser reducido
por una gran variedad de compuestos antioxidantes) y por consiguiente es por este
método por donde se encuentran las mayores actividades antioxidantes, esto ocasiona
que el método FRAP sea muy sensible y reproducible, siendo el mejor método para
cuantificar la actividad antioxidante de especies que sean pobres en concentracion de

antioxidantes (Espinal, 2010).
1.6.4. Cromatografia liquida de alta resolucion.

En los ultimos afios la mayoria de los estudios sobre identificacion de polifenoles se
basan en la utilizacibn de métodos cromatograficos: cromatografia de liquidos de alta
eficacia (HPLC), cromatografia de gases (CG) o electroforesis capilar (EC), acoplados

muchas veces a espectrometria de masas (MS) (Arranz Martinez, 2010).

High performance liquid chromatography, mas conocida por HPLC denominada asi por

sus siglas en inglés, es la técnica analitica de separacién mas ampliamente utilizada, ya
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gue permite separar, identificar y cuantificar un gran namero de compuestos en
alimentos, debido a su sensibilidad, facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolébiles, y sobre
todo, por su gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria
(Skoog, James, & Nieman, 2001; Torregrosa, 2005).

Se han identificado algunos compuestos bioactivos mediante HPLC en el fruto de
guayaba, como: &cido ascorbico, &cido gdlico, &cido elagico, acido clorogénico,
miricetina, apigenina, kaempferol, quercetina, catequina, epicatequina y licopeno
(Kondo, Kittikorn, & Kanlayanarat, 2005; Miean & Mohamed, 2001; Misra & Seshadri,
1968).
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2. OBJETIVOS
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2.1. Proposito u objetivo general de la investigacion
v Cuantificar el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos en subproductos de
guayaba.

2.2. Componente u objetivo especifico de lainvestigacion

v Obtener fracciones lipofilicas e hidrofilicas de los subproductos de guayaba mediante
extraccion por maceracion dinamica y soxhlet.

v' Medir la actividad antioxidante y contenido de compuestos polifendlicos presentes en las

fracciones lipofilicas e hidrofilicas de los subproductos de guayaba.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Reactivos y equipos

3.1.1. Reactivos.

Los solventes utilizados en la extraccion fueron de grado analitico: hexano al 96%

(Merck), etanol y metanol 99.5% (Panreac Quimica S.A.)
En analisis de actividad antioxidante:

Método ABTS: 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (Sigma), persulfato de
potasio (Sigma-Aldrich), &cido 6-hidroxi-(2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), trolox
(Aldrich Chemistry).

Método DPPH:  2,2-difenil-2-picrilhidrazilo  (Sigma), &cido  6-hidroxi-(2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), trolox (Aldrich Chemistry).

Método FRAP: 2, 4, 6-tri-(2piridil-s-triazina) (TPTZ) (Sigma), acetato de sodio
trinidratado, cloruro de hierro hexahidratado (Merck), &cido clorhidrico (Sigma-Aldrich),
acido acético glacial (Merck), acido 6-hidroxi-(2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico),
trolox (Aldrich).

Método Fenoles totales: Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich), carbonato de sodio anhidro

p.a. (Merck), acido galico monohidratado (Sigma).

En la cuantificacion de compuestos fendlicos por HPLC: Acido acético glacial (Merck),
acetonitrilo (Sigma-Aldrich), metanol (Sigma-Aldrich), quercetina (Sigma), acido galico

(Sigma), acido transcinamico (Aldrich).

Cuantificacion de carotenoides por HPLC: Acetato de etilo (Aldrich), metanol (Sigma-

Aldrich), acetonitrilo (Sigma-Aldrich), B-caroteno (Sigma).

3.1.2. Equipos utilizados.

o Secador de bandejas, Ecuapack.

o Molino vibratorio de discos, RETSCH
. Juego de tamices, FRITSCH GMBH
. Balanza analitica, Ohaus

-20-



° Refractdmetro, Mettler Toleto

o pH-metro digital, Mettler Toledo

. Agitador magnético

. Rotavapor, Buchi

o Espectrofotémetro visible, Jenway

o Micropipetas, Boeco

. Sistema de HPLC, Water 2596.
3.2.  Material

Los subproductos de guayaba (Psidium Guajava L.) variedad pera rosada, que comprenden
piel, pulpa y semilla, fueron obtenidos en tres momentos distintos de un lote de produccion de la
empresa AGROFICIAL S.A. de la ciudad de Guayaquil, dedicada al procesamiento de purés y
concentrados de frutas. Las muestras fueron transportadas a baja temperatura hasta la ciudad
de Loja para su posterior tratamiento.

La muestra fue sometida a deshidratacion en un secador de bandejas a una temperatura de
50°C, en tratamientos a mayor temperatura se ha observado degradacién quimica de los
compuestos fendlicos (K.-W. Kong, Ismail, Tan, Nagendra Prasad, & Ismail, 2010). La
deshidratacién se realiz6 por un tiempo de 36 horas hasta llegar a una humedad menor al 10%,
para asegurar la reduccion de la actividad de agua (aw < 0.6) de la muestra e inhibir el

crecimiento microbiano y la actividad enzimatica (Hernandez R. & Sastre G., 1999).

Las muestras deshidratadas fueron reducidas de tamafio por molienda en un molino vibratorio
de discos. Luego se realiz6 el tamizado de la muestra utilizando tamices metalicos, obteniendo
la fraccién de tamafio de particula entre 125 a 250 uym, para luego ser almacenados en bolsas
plasticas a -20°C cubiertas de la luz hasta su respectivo andlisis. El esquema descrito de este

procedimiento se muestra en el Anexo A.1.

3.3. Obtencidn de extractos.

En el presente trabajo se obtuvieron las fracciones lipofilicas e hidrofilicas, empleando las

técnicas de: maceracion dindmica y soxhlet, como se muestran en las figuras 3.1y 3.2.

-21-



3.3.1. Maceracion dinamica.

Figura 3. 1. Maceracién dinamica
Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora

3.3.1.1. Extraccién de fraccion lipofilicas

Se pesaron 10 g de muestra, los cuales fueron transferidos en un frasco de vidrio, cubierto con
papel aluminio, se agregd hexano en una relacién 1:10 (peso/volumen). Se agit6é por tiempos de
3, 6y 24 horas utilizando un plato de agitacion magnética a temperatura ambiente. Luego de lo
cual, se separd por filtracion el solvente del sélido. El solvente fue almacenado, mientras que el
sélido se sometié a dos extracciones sucesivas iguales a la anterior, los tres sobrenadantes se
mezclaron y se evaporaron en rotaevaporador a 40°C, luego fueron almacenados en

refrigeracion (4°C) hasta su posterior uso.

La muestra sélida agotada de la fracciéon lipofilica fue secada y almacenada para las

extracciones sucesivas.

El rendimiento de extraccion se determind mediante la ecuacién 1 y se expresd en porcentaje

respecto al peso del material seco.

., .de extracto seco
% de extraccién =< * 100 Ec. 1
g.de muestra

Las extracciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como promedio +

desviacion estandar. El esquema del procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.2.
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3.3.1.2. Extracciéon de fracciones hidrofilicas.

La muestra agotada de la fraccion lipofilica, se sometié a la extraccion de la fraccion hidrofilica
con dos solventes de diferente polaridad y poder de solvatacién en el siguiente orden: etanol y
metanol, en relacién 1:10 (p/v). Se agité por tiempos de 3, 6 y 24 horas utilizando un plato de
agitacion magnética a temperatura ambiente. El tratamiento posterior fue similar al explicado
anteriormente. La muestra sélida agotada fue secada y almacenada para futuras extracciones.
El rendimiento de extraccion se expresé en porcentaje respecto al peso del material seco, como
se mostr6 en la Ec. 1. Las extracciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como promedio + desviacion estandar.

El esquema del procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.3.

3.3.2. Extraccién por soxhlet.

¥
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Figura 3. 2. Extraccion mediante soxhlet
Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La autora

3.3.2.1. Extraccién de fraccion lipofilica.

Se pesaron 5 g de muestra, en cartuchos para colocarlos en el equipo Soxhlet, la
extraccion se realizé con 320 mL de hexano y se dej6 sifonear por un periodo de 5 horas

a temperaturas de ebullicién del solvente (hexano: 69°C). La muestra sélida agotada de
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3.4.

la fraccion lipofilica fue secada y almacenada para futuras extracciones. Una vez
extraida la fraccion lipofilica en el solvente, este se concentré en rotaevaporador a 40-
50°C, obteniéndose el extracto seco y almacenandolo a 4°C en viales &mbar hasta su
posterior uso. El rendimiento de extraccién se expresé en porcentaje respecto al peso
del material seco (Ec. 1).

Las extracciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
promedio + desviacion estandar. El esquema del procedimiento descrito se muestra en
el Anexo A.4.

3.3.2.2. Extraccion de fracciones hidrofilicas.

La muestra agotada de la fraccion lipofilica, se sometié a la extraccién de la fraccién
hidrofilica, con dos solventes de diferente polaridad y poder de solvatacion en el
siguiente orden: etanol y metanol, la extraccion se realizé con 320 mL de solvente y se
dejo sifonear por un periodo de 5 horas, a temperaturas de evaporacion de los solventes
(etanol: 78.4°C; metanol: 64.7°C).

La muestra sélida agotada fue secada y almacenada para futuras extracciones. Una vez
extraida la fraccion hidrofilica en el solvente, este se concentr6 en rotaevaporador a 40-
50°C, obteniéndose el extracto seco y almacenandolo a 4°C en viales ambar hasta su
posterior uso. El rendimiento de extraccién se expresd en porcentaje respecto al peso

del material seco (Ec. 1).

Las extracciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
promedio + desviacion estandar. El esquema descrito de este procedimiento se muestra

en el Anexo A.5.

Determinacion de actividad antioxidante

3.4.1.Preparacién de la curva de calibracién de trolox.

Se pes6 0.025 g del reactivo y se afor6 a 100 mL con metanol, luego se tomaron
alicuotas de 0.6, 3.8, 7.5, 11.3, 15y 20 mL y se afor6 a 25 mL con metanol, para obtener

concentraciones entre 25 a 800 yMol trolox.

El esquema del procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.6.
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3.4.2. Método ABTS.

Se utilizé el método descrito por Arnao, Cano, and Acosta (2001) con modificaciones
descritas por Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006). Se
preparod la solucion patron de ABTS mezclando dos soluciones, preparadas como se
indica a continuacion: Solucién (A).- ABTS 7.4 mM: Se pesaron 101.5 mg de ABTS y fue
aforado a 25 mL con agua destilada. Solucion (B).- Persulfato de potasio 2.6 mM: Se
pesaron 17.57 mg de K,S,0, y fue aforado a 25 mL con agua destilada. La solucién se
dej6 reaccionar durante 12 h a temperatura ambiente, a la oscuridad.

La solucion de trabajo se prepar6 mezclando 1 mL de solucién patréon con 60 mL de
metanol hasta alcanzar una absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades medidas a 734 nm
usando el espectrofotometro. Para ajustar el espectrofotometro a cero, se utilizo

metanol.

De cada una de las soluciones preparadas, tanto de la curva de calibracién como de los
extractos se tomaron 150 pL, se adicionaron 2850 pyL de la solucion de trabajo de
ABTS", se dejo reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad, y luego

se midio la absorbancia a 734 nm.

Los resultados se expresaron en pMol TE/g de muestra seca. El esquema del

procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.7.
3.4.3. Método FRAP.

Se utilizé el método de Benzie and Strain (1996) con modificaciones descritas por
Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006). Para la
preparacion de la solucién patrén se emplearon tres soluciones. Solucién (A).- de
buffer acetato 300 mM/L: se pesaron 4.8437 g de acetato de sodio y se diluy6 en 25
mL de acido acético glacial (10 mM), con un pH de 3.6. Solucién (B).- 2,4,6-tripiridin-
s-triazina: se pesaron 0.0312 g de TPTZ diluido en 10 mL de HCI (40 mM). Solucién

(C).- 0.054 g de cloruro férrico hexahidratado diluido en 10 mL de metanol.
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La solucion de trabajo fue preparada mezclando las tres soluciones en las siguientes
cantidades: 25 mL de buffer acetato, 2.5 mL de la solucion de TPTZ y 2.5 mL de la
solucion de cloruro férrico hexahidratado y después se calentd a 37 °C, antes de usar.

De cada una de las soluciones preparadas, tanto de la curva de calibracion como de los
extractos se tomaron 150 L, se adicionaron 2850 pL de la solucion de trabajo FRAP, se
dej6 reaccionar por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, y luego se midié
la absorbancia a 593 nm.

Los resultados se expresaron en pMol TE/g de muestra seca. El esquema del

procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.8.
3.4.4. Método DPPH.

Se utiliz6 el método de Brand-Williams, Cuvelier, and Berset (1995) con modificaciones
de Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006). Para la
preparacion de la solucion patron de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), se pesaron 24
mg y se disolvieron en 100 mL de metanol, la misma que fue almacenada en

refrigeracion a 4°C y cubierto de la luz hasta su posterior uso.

Para la preparacion de la solucion de trabajo se mezclaron 10 mL de la solucion patrén
con 45 mL de metanol, hasta obtener una absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades medida a
una longitud de onda de 515 nm usando el espectrofotbmetro. Para ajustar el

espectrofotébmetro a cero, se utilizé metanol.

De cada una de las soluciones preparadas, tanto de la curva de calibracién como de los
extractos se tomaron 150 uL, se adicionaron 2850 pL de la solucion de trabajo DPPH, se
dej6 reaccionar por 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad, y luego se midié la

absorbancia a 515 nm.

Los resultados se expresaron en pMol TE/g de muestra seca. El esquema del

procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.9.
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3.5. Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realizé por el método de Folin-Ciocalteau, descrito por
Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006). Para la preparacion de la
solucién de Folin-Ciocalteau a 0.25 N se mezclaron 1.25 mL de Folin-Ciocalteau 2N con 10 mL
de agua destilada; y en la preparacion de la soluciéon de carbonato de sodio 1N se pesaron 2.64
g y se disolvié en 25 mL de agua destilada.

Para la realizacion de la curva de calibracién se preparé una solucion de referencia de acido
galico, para lo cual se pesaron 50 mg y se llevé a un aforo de 25 mL con metanol, luego se
tomaron alicuotas de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mL y se aforaron a 10 mL con metanol para obtener
concentraciones de 0.02 a 0.1 mg/mL.

De cada una de las soluciones preparadas, tanto de la curva de calibracion como de los
extractos se tomaron 150 L, se mezclaron con 2400 yL de agua destilada y 150 uL de Folin-
Ciocalteu 0.25N, se agité durante 2 minutos, se dejo reaccionar por 3 minutos, por ultimo se
adicionaron 300 uL de carbonato de sodio 1N, se agité por 2 minutos y se dejé reaccionar por 2
horas a temperatura ambiente y en la oscuridad, posteriormente se realiz6 la lectura de
absorbancia a 725 nm.

Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido gélico/100 g de muestra seca (mg
eg. GAE/100g MS). El esquema del procedimiento descrito se muestra en el Anexo A.10.

3.6. Cuantificacion de compuestos fendlicos y carotenoides por cromatografia liquida

de altaresolucion (HPLC)

Se utilizé un sistema HPLC Water 2596 como el que se observa en la figura 3.3, con un sistema
de bombas cuaternario, detector de arreglo de diodos Water 996 dotado con un termostato y un
detector de UV. Se empled una columna de fase reversa C18 (250 x 4,6 mm i.d. ,5 um,
Supelco. USA).
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Figura 3. 3. Sistema de HPLC Water 2596
Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

3.6.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos presentes en los extractos obtenidos a partir de subproductos
de guayaba se identificaron utilizando el método descrito por Wu, Hsieh, Wang, and
Chen (2009) con modificaciones descritas por Nantitanon, Yotsawimonwat, and Okonogi
(2010). En la elucion de componentes se utilizaron dos solventes: solucién A: acido
acético — agua (2:98, v/v) y acido acético — agua (0.5:95.5, v/v) con acetonitrilo (50:50,

v/v) como solvente B.

El programa de gradiente de elucidn con una relacion de B en A fue el siguiente: de 0 a
1 min (0:100 a 5:95, v/v), de 1 a 15 min (5:95 a 10:90, v/v), de 15 a 30 min (10:90 a
45:55, v/v), de 30 a 40 min (45:55 y 40:60, v/v), de 40 a 55 min (40:60 a 55:45, v/v), de
55 a 65 min (55:45 a 80:20, v/v), con un flujo de 1 mL/min y 20 yL de muestra inyectada.
Las muestras y las fases moviles se filtraron previamente a través de un filtro Milipore de
0.45 pum los compuestos fueron identificados a longitud de onda de 280 nm. Cada

muestra se analizé por triplicado.

Los compuestos fendlicos identificados fueron cuantificados sobre la base del area del
pico y por comparacion con las curvas de calibracion (Acido galico: 1-30 pg/mL;
quercetina: 0.4-30 pg/mL; &cido transcindmico; 0.2-1 pg/mL), los resultados fueron
expresados en mg de compuesto/g de extracto.
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3.6.2. Cuantificacion de carotenoides.

La cuantificacion de carotenoides se realiz6 utilizando el método descrito por Tee y Lim
(1991) con algunas modificaciones. El volumen de inyeccidon de muestras fue de 60 pl.
La fase mévil isocratica utilizada fue: acetonitrilo-metanol-acetato de etilo, (88:10:2, v/v)
a un flujo de 1.0 mL/min con una temperatura de la columna de 21 °C con una longitud
de onda de 436 nm. Cada muestra se analizO por triplicado. El contenido de
carotenoides se determinaron sobre la base de la curva de calibracion preparada
utilizando estandar (B-caroteno: 4-30 pg/mL), los resultados fueron expresados en mg
de compuesto/g de extracto.

3.7. Andlisis estadistico.

Se utiliz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias significativas entre los
tratamientos de extraccion con maceracion dinamica, para el porcentaje de rendimiento,
actividad antioxidante (ABTS, FRAP y DPPH), fenoles totales y cuantificaciéon de fenoles y
carotenoides mediante HPLC con un nivel de significancia de 95% (P< 0.05). Se utiliz6 el
software MINITAB 17.

Se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2010 para obtener las curvas de calibracion, y

determinando que su coeficiente de correlacion sea de r*> 0.99.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

-30-



4.1. Rendimientos de extraccion de subproductos de guayaba

El ANOVA para maceracion dinamica (Anexo C.1) mostré que las variables: tiempo, solvente e
interaccion de tiempo-solvente, afectan significativamente en el rendimiento de extraccion (p <
0.05).

La figura 4.1. muestra el rendimiento de extraccién de las fracciones lipofilica e hidrofilica, como
resultado el solvente con mayor porcentaje de extraccibn mediante maceracion dinamica
corresponde a etanol en un tiempo de 24 h, con un valor de 13.31%, sin embargo con la
extraccién control (soxhlet-etanol) se obtuvo un mejor resultado del 17.21%, lo cual se debe a
que el solvente de extraccion al ser sometido a una temperatura superior a la del ambiente;
produce una mayor solubilidad del soluto en la solucién y, en consecuencia, concentraciones

finales mayores (Treybal, 1999).

Se consider6 al método soxhlet como extraccion control para este estudio, ya que es un
método tradicional de extraccidbn de muestras sélidas y es utilizado hasta la actualidad como
método de referencia (Castro-Vargas, Rodriguez-Varela, Ferreira, & Parada-Alfonso, 2010;
Conde, 2009) .

20 -
18 - 17.21
S
2 16 -
‘Q
S 14 - B SOXHLET
g 11.09
E 12
&S ® MACERACION
a 10 1 DINAMICA (3h)
O g - p
= 6.31 W MACERACION
§ 6 - DINAMICA (6h)
=) - B MACERACION
S 4 077 097 :
i DINAMICA (24h)

2 -

0 .

HEXANO ETANOL METANOL

Figura 4. 1. Rendimientos de extraccion de subproductos de guayaba
Fuente: Anexo B.1.1; B.1.2.

Elaboracién: La Autora
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Realizar una comparacion entre las fracciones lipofilica e hidrofilica resulta dificil debido a la
composicion quimica de la fruta. El rendimiento para la fraccion lipofilica extraida mediante
maceracion dinamica, mostro el mayor valor para un tiempo de 24 h (0.97% +0.03), aproximado
a la extraccion con soxhlet (1.03% + 0.01).

En la extraccion de los compuestos hidrofilicos de la fraccion metandlica se obtuvo el residuo de
los compuestos que en la fraccién etandlica no fue posible extraer. El mayor porcentaje de
extraccion para la fraccion metandlica se obtuvo con un tiempo de 6 h con un valor de 11.09% +
0.15, que en comparacion con soxhlet (3.55% * 0.27) es mayor.

Apolo Aguilar (2013) reporté un rendimiento de extracciéon del 18% para subproductos de
guayaba usando etanol al 57% en una relacién (p:v) 1:50. Por otra parte segin Figueroa H.,
Armijos P., and Pérez C. (2012) un rendimiento de extraccioén con EtOH al 57% de 46.4% + 5.9.
En estudios similares, Castro-Vargas, Rodriguez-Varela, Ferreira, and Parada-Alfonso (2010)
determinaron un rendimiento de extraccion con soxhlet en semillas de guayaba con acetato de
etilo y etanol de 4.603% + 0.90 y 10.74% + 0.90 respectivamente. Debido a las condiciones
usadas por los autores, los resultados no son comparables con el presente estudio, ya que la
muestra es diferente, las técnicas de extraccion, tiempos, solvente y concentraciones de

solventes no son las semejantes.
4.2. Determinacién de la capacidad antioxidante

La medida de la capacidad antioxidante por varios métodos permite establecer la contribucion
relativa de los diferentes mecanismos de actividad antioxidante que tienen los compuestos

extraidos de la guayaba (Nufiez R, 2005).

La tabla 4.1 muestra un resumen de los resultados de actividad antioxidante de los
subproductos de guayaba obtenida a partir de los métodos espectrofotométricos: ABTS, DPPH
y FRAP.
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Tabla 4. 1. Resumen de actividad antioxidante

Método Solvente
Hexano Etanol Metanol
Soxhlet 3.17 £ 0.09 50.39 £ 1.61 22.07 £0.36
ABTS (umol y 3.01 £ 0.06 28.29+2.28 40.92 +2.22
Maceracion

TE/g BH) o 2.53+0.16 10.23+1.77 43.32+2.32
dinamica

4.46 +£0.17 20.49 +3.41 29.91 +0.94

Soxhlet 1.21+0.04 26.96 +0.11 14.91 + 0.45

DPPH (umol 1.48 +0.21 11.26 + 2.13 22.25+3.38

TE/g BH) Maceracion 1.30 +0.18 10.84 £ 1.69 2295272

dinamica 2.25+0.02 14.13 + 1.46 39.87 £0.02

Soxhlet 1.15+ 0.08 16.04 + 0.3 12.41+1.01

FRAP (umol 1.08 + 0.08 4,90 +£0.80 14.28 + 1.59

TE/g BH) 6 Maceracion 1.06 + 0.01 4.66 £ 0.83 13.33+0.61

24 dinamica 1.45+0.16 7.40 £1.27 27.89+0.28

Fuente: Anexo B.3.1.1; B.3.1.2; B.3.2.1; B.3.2.2; B.3.3.1; B.3.3.2

Elaboracién: La autora

4.2.1. Método ABTS.

El ANOVA (Anexo C.2.1) mostré que el valor de p < 0.05 para las variables: tiempo,
solvente y para la interaccién de las mismas, lo cual indica que existe efecto significativo

de las variables sobre la capacidad antioxidante mediante ABTS.

Podemos observar que existe un aumento de la capacidad antioxidante mediante ABTS
con la variacion de los solvente en el siguiente orden hexano < etanol < metanol, pero al
variar el tiempo de extraccién observamos que para hexano etanol y metanol no existe

tendencia determinando el valor mas alto a 3h.

Los valores obtenidos de capacidad antioxidante en las fracciones lipofilicas e
hidrofilicas, se observan en la figura 4.2; que determino el mejor resultado con la
extraccion de metanol en un tiempo de 6 h mediante maceraciéon dinamica, con un

resultado de 43.32 pmol TE/g BH, siendo este menor cuando se compara con la
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extraccion mediante soxhlet con un valor para etanol de 50.39 umol TE/g BH. En
maceracion dinamica, se evidencia que los mejores resultados con ABTS para metanol
como solvente de extraccion.

60.00 -

50.00 -

W SOXHLET
40.00 -

29.91 M MACERACION

umol TE/g MS
w
o
o
o

DINAMICA (3 h)
MACERACION
20.00 - DINAMICA (6 h)
B MACERACION
10.00 - DINAMICA (24 h)

0.00 -

HEXANO ETANOL METANOL

Figura 4. 2. Actividad antioxidante mediante ABTS
Fuente: Anexo B.3.1.1; B.3.1.2
Elaboracién: La autora

En investigaciones realizadas en subproductos de guayaba se pudo evidenciar los
siguientes resultados para actividad antioxidante determinada mediante ABTS: Apolo
Aguilar (2013) report6 43.82 uM TE/g BH usando etanol al 57%, valor similar al obtenido
en el presente estudio (43.32 uM TE/g BH); mientras que Figueroa H., Armijos P., and
Pérez C. (2012) y Martinez, Torres, Meneses, Figueroa, Pérez-Alvarez, and Viuda-
Martos (2012) en extracto de fibra de guayaba reportaron valores inferiores 15.2 + 1.9y
1.9 £0.05 uM TE/g BH con etanol al 57% y una mezcla de metanol-agua-HCI (50:50 v/v,
pH 2) respectivamente.

Por otra parte, Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006)
reportaron valores entre 22.3-37.9 uM TE/g BH en diferentes variedades de fruto de
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guayaba en extractos metandlicos, los cuales son inferiores comparados con el presente
estudio.

4.2.2. Método DPPH.

El ANOVA (Anexo B.2.3) mostré que el valor de p <0,05 para las variables: tiempo,

variable y su interaccion, lo que indica que tienen efecto significativo en la capacidad
antioxidante mediante DPPH.

Se puede observar que para maceracion dinamica, que en los tiempos de extraccion de
3y 6 horas no existe variacion en el resultado, pero si al aumentar el tiempo a 24 horas
obteniendo un resultado mayor que con los tiempos anteriores, de la misma manera al
realizar la comparacién entre los solventes la respuesta capacidad antioxidante

mediante DPPH aumenta el resultado al incrementar la polaridad de los solventes.
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3500 - B SOXHLET
. 30.00 4 = MACERACION
E 2500 4 DINAMICA (3 h)
E E MACERACION
< 2000 - DINAMICA (6 h)
£
< 15.00 - B MACERACION

DINAMICA (24 h)
10.00 -
500 4 1.48 2.25
1.21  1.30
0.00 -
HEXANO ETANOL METANOL

Figura 4.3. Actividad antioxidante mediante DPPH
Fuente: Anexo B.3.3.1; B.3.3.2

Elaboracién: La autora

En la figura 4.3, se observa los valores obtenidos de capacidad antioxidante de las

fracciones lipofilicas e hidrofilicas, mostrando que se obtuvo mayor resultado con la
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extraccion de metanol en un tiempo de 24 h mediante maceracion dindmica, con un
resultado de 39.87 umol TE/g BH, mientras que con la extraccibn mediante soxhlet, se
obtuvo un valor inferior con etanol que es de 26.96 pumol TE/g BH.

En estudios realizados en subproductos de guayaba para la determinacion de capacidad
antioxidante mediante DPPH los valores reportados por Apolo Aguilar (2013) fueron
similares al presente estudio 41.71 uM TE/g BH con etanol al 57%, por otra parte
Figueroa H., Armijos P., and Pérez C. (2012) establecieron valores superiores; 86.5 uM
TE/g BH con etanol 57%, mientras que en la investigacion realizada en extractos de
fiora de guayaba por Martinez, Torres, Meneses, Figueroa, Pérez-Alvarez, and Viuda-
Martos (2012) reporté un resultado menor de 3.3 uM TE/g BH con una mezcla de
metanol-agua-HCL (50/50).

Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006) Obtuvieron
resultados para las diferentes variedades de guayaba con valores entre 16.2 - 32.0 uM
TE/g BH en extractos metandlicos, los cuales se encuentran dentro del rango de los
determinados en el presente estudio de subproductos.

4.2.3. Método FRAP.

El ANOVA (Anexo C.2.2) muestra que el valor de p >0,05 para las variables: tiempo y la
interaccion de las variables tiempo y solvente, lo que indica que no existe diferencia
significativa; mientras que por otro lado se ha obtenido un valor de p < 0,05 para el

solvente, determinando asi que influye significativamente en los resultados.

Observamos la misma tendencia de los resultados en el efecto del tiempo-solvente que
en el método DPPH.

En la figura 4.4, se observa los valores obtenidos de la determinacion de la capacidad
antioxidante de las fracciones lipofilicas e hidrofilicas, mostrando que se obtuvo mayor
resultado con la extraccion de metanol en un tiempo de 24 h mediante maceracién
dinamica, con un resultado de 27.89 umol TE/g BH, en comparacién con la extraccion
mediante soxhlet, se obtuvo un valor superior con respecto a etanol que es de 16.04
pmol TE/g BH.
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Figura 4.4. Actividad antioxidante mediante FRAP
Fuente: Anexo B.3.3.1; B.3.3.2
Elaboracién: La Autora

Al comparar los estudios realizados en los subproductos de guayaba para la
determinacion de actividad antioxidante mediante FRAP con el presente estudio,
encontramos que: Apolo Aguilar (2013), obtuvo un resultado de 26.8 uM TE/g BH con
etanol al 57% que es similar, mientras que Figueroa H., Armijos P., and Pérez C. (2012)
con un valor de 36.6 uM TE/g BH con etanol al 57% siendo superior y Martinez, Torres,
Meneses, Figueroa, Pérez-Alvarez, and Viuda-Martos (2012) reportaron un valor de 6.0

UM TE/g BH con una mezcla de metanol-agua-HCL (50:50 v/v, pH 2) , siendo inferior.

En las diferentes variedades de guayaba Thaipong, Boonprakob, Croshy, Cisneros-
Zevallos, and Byrne (2006) obtuvieron valores para extractos metandlicos de diferentes
variedades de guayaba de 15.5-33.3 uM TE/g BH en extractos metandlicos, los cuales
estan dentro de los valores determinados e incluso superiores a los encontrados en este
estudio.

Al comparar los resultados de los diferentes métodos de actividad antioxidante estudiados,

podemos constatar que los mejores resultados en DPPH y FRAP se obtuvieron en la extraccion
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con metanol a 24 h, mientras que para ABTS con metanol a 6 h, lo que sugiere que la actividad
antioxidante de los subproductos de guayaba son de caracter hidrofilico principalmente.

Comparar las actividades antioxidantes de este estudio y otros datos publicados se
evidenciaron la diferencia en los valores encontrados, debido a que el contenido de compuestos
antioxidantes puede ser influenciada por disolvente de extraccion usado, la variedad y la
procedencia de la materia prima, las diferentes condiciones de extraccion (Musa, Abdullah,
Jusoh, & Subramaniam, 2011), ademas, otros factores, tales como el tiempo de contacto y la
temperatura, nimero de ciclos de extraccion, disolvente relacion de material, y la técnica de
extraccion, influyen significativamente en la eficacia de extraccion de los compuestos de interés
(Dorta, Lobo, & Gonzélez, 2012).

4.3. Determinacion de fenoles totales

El ANOVA (Anexo C.2.3) muestra que el valor de p >0.05 para la variable tiempo, lo que indica
gue no existe diferencia significativa; mientras que por otro lado se ha obtenido un valor de p <
0.05 para el solvente y la interaccion entre tiempo y solvente, determinando asi que dichos

efectos influyen significativamente en los resultados.

Para maceracion dinamica, observamos para hexano y metanol no existe tendencia de los
resultados, pero si para la extraccion con etanol, ya que los resultados crecen al incrementar el

tiempo de extraccion.

En la figura 4.5, se observa los valores obtenidos de la determinacion de fenoles totales en las
fracciones lipofilicas e hidrofilica, indicando que se obtuvo mayor resultado con la extraccion de
etanol en un tiempo de 24 h mediante maceracién dinamica, con un resultado de 273.39 mg
EAG/100g BH, que fue menor en comparacién con la extraccién mediante soxhlet, se determin6
un valor para etanol de 396.66 mg EAG/100g BH.
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Figura 4.5. Fenoles totales

Fuente: Anexo B.4.1; B.4.2
Elaboracién: La Autora

Estudios realizados del contenido de fenoles totales en subproductos de guayaba nos muestran
los siguientes resultados: Apolo Aguilar (2013) reporto un valor de 310.69 mg EAG/100g BH
con etanol al 57% y Figueroa H., Armijos P., and Pérez C. (2012) determinaron 557 mg
EAG/100g BH con etanol al 57%. Estos resultados son mayores a los determinados en el
presente estudio.

Por otra parte para el fruto de guayaba diferentes autores reportaron los siguientes valores:
Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, and Restrepo-Sanchez (2009) obtuvo 286+12 mg
EAG/100g BH con metanol:agua (50:50, v/v), Mahattanatawee, Manthey, Luzio, Talcott,
Goodner, and Baldwin (2006) 231.61 mg EAG/100g BH con metanol, Thaipong, Boonprakob,
Crosby, Cisneros-Zevallos, and Byrne (2006) determinaron valores de 174.2-396.7 mg EAG/100
g para extractos metandlicos, Yau, Theng, Tee, and Jhi (2006) reportaron 138 mg EAG/100g
con etanol al 57%; mientras que K.-W. Kong, Ismail, Tan, Nagendra Prasad, and Ismail (2010)
determinaron un valor de 265.00 mg EAG/100 g con etanol al 80%r con un pH se 2.48 en
refinada de guayaba.
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Los datos del contenido de fenoles totales en los diferentes estudios de las diferentes partes de
guayaba, no pudieron ser comparados con el presente estudio debido a que las condiciones a
las cuales se extrajo los compuestos fendlicos no son iguales y puede depender de algunos
factores que afectan la composicién de la fruta y por ende de sus subproductos como: variedad
de fruta, estado de madurez y época de cosecha, factores ambientales como tipo de suelo y

clima, factores genéticos, ademas a el tratamiento de la muestra.

4.4. Identificacion y cuantificacién de compuestos fendlicos

Para realizar la identificacion preliminar de los compuestos polifendlicos, se realizdé una corrida
cromatogréfica de una mezcla mix de 6 patrones. En la figura 4.6 se observa el cromatograma
de los compuestos patrones utilizados en el presente estudio donde el pico 1 corresponde a
acido galico (5.33 min), el pico 2 a acido vanilico (20.87 min), el pico 3 a acido caféico (21.32
min), el pico 4 a coumarina (31.05 min), el pico 5 a quercetina (38.20 min) y por ultimo el &cido
transcindmico (42.00 min). Al realizar una comparacién de los cromatogramas obtenidos de los
estandares y de la muestra, se identificaron en los extractos de subproducto de guayaba tres
compuestos: acido galico, quercetina y acido transcinamico como se observa en el
cromatograma de la figura 4.7, a cada uno de los compuesto se efectué una comprobacion,
comparando los espectros UV del estandar, la muestra y bibliografia (Ariza Cubillos, 2012; Im,
Suh, Lee, Kozukue, Ohnisi-Kameyama, Levin, et al., 2008; Sun, Liang, Bin, Li, & Duan, 2007),
presentando los picos caracteristicos en las longitudes de onda de cada compuesto. También
se pudo observar la presencia de un compuesto polifenélico no identificado siendo
posiblemente este el compuesto mayoritario de los extractos de subproductos de guayaba.
Ademas se observd una variacion del tiempo de retencion en los compuestos de los
cromatogramas, esto puede deberse a la naturaleza de los mismos ya que son diferentes, en el
cromatograma de patrones son compuestos puros y en las muestras se encuentran
glicosidados como se reporta en literatura. La solubilidad de los compuestos fendlicos se rige
por el tipo de disolvente (polaridad) utilizado, el grado de polimerizaciéon de los compuestos
fendlicos, asi como la interaccion de los compuestos fendlicos con otros constituyentes de los

alimentos y la formacién de complejos insolubles (Naczk & Shahidi, 2004).
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Para la cuantificacion de cada uno de los compuestos polifendlicos identificados en la guayaba,
se establecieron curvas de calibracion con los estdndares de cada compuesto en un rango de
concentracion de 1 — 30 pg/mL, a diferencia de la curva para acido transcindmico que fue de un
rango de 0.2 — 1 pg/mL debido a el contenido del compuesto en la muestra se encontraba fuera
de rango de la curva del mix preparado (Anexo B.2.5).

La tabla 4.2 muestra un resumen de los resultados obtenidos de la cuantificacion de
compuestos fendlicos mediante HPLC de los subproductos de guayaba.

Tabla 4. 2. Resumen de cuantificacion de compuestos fendlicos

Tiempo i Solvente
Método
(h) Etanol Metanol
5 Soxhlet 32.93 +7.46 12,41 +1.84
Acido galico (mg . 82.96 +1.69 40.74 £ 2.29
Maceracion
AG/100 g BH) o 68.89 + 3.09 66.02 + 4.89
dinamica
24 112.78 £8.57 21.47+2.04
_ 5 Soxhlet 19.90 + 16.94 0.80 £ 0.06
Quercetina (mg
) . 26.22 +10.26 11.72+2.73
quercetina/100 g Maceracion
o 11.73+£4.09 10.00 £ 0.21
BH) dindmica
24 24.7 +9.19 6.31 + 0.96
Acido Soxhlet 6.33 + 4.55 0.06 £ 0.14
transcinamico y 458 £1.75 0.36 £ 0.53
Maceracion
(mg AT/100 g o 544+1.3 0.89 £ 0.03
dinamica
BH) 24 5.24 + 0.33 1.15+0.13

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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4.4.1. Acido galico.

En la figura 4.8, observamos los valores promedio de la cuantificacion de acido galico de
las muestras analizadas, donde se muestra el mayor resultado con la extraccion de
etanol en un tiempo de 24 h mediante maceracion dinamica, con un resultado de 112.78
mg AG/Kg BH, en comparacion con la extraccion mediante soxhlet, se obtuvo un valor
inferior con respecto a etanol 32.93 mg AG /Kg BH.

Observamos que para la extraccion con etanol, al aumentar el tiempo de extraccion
aumenta la cantidad de acido galico, a diferencia de la extraccion con metanol de que no
presenta la misma tendencia ya que aumenta hasta las 6 horas de extraccién pero

disminuye a las 24 horas.

El ANOVA (Anexo 3.2.4) muestra que el valor de p >0.05 para la variable de tiempo, lo
que indica que no existe diferencia significativa; mientras que por otro lado se ha
obtenido un valor de p < 0.05 para el solvente y la interaccion entre tiempo y solvente,

determinando asi que dichos efectos influyen significativamente en los resultados.

140 -
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O Ve
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Figura 4.8. Acido galico
Fuente: Anexo B.5.1.1; B.5.1.2

Elaboraciéon: La Autora
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Para el subproducto de guayaba no se encontraron investigaciones realizadas que
confirmen la presencia de acido galico.

Rincén, Tapia, and Padilla (2003) reportaron para la fraccion de piel de la guayaba
rosada un valor 13540 mg AG/kg, mientras que Wu, Hsieh, Wang, and Chen (2009) y
Espinal (2010) reportaron resultados de 5400 mg AG/kg y 3225 mg AG/Kg de fruta seca
de guayaba, siendo estos valores mayores a los encontrados en el presente estudio esto
se puede deber a los diferentes tratamientos que se dio a la muestra, los métodos de
extraccion de compuestos fendlicos, al estado de maduracion de la fruta y finalmente
Chen and Yen (2007) determiné un valor de 2.66 mg AG/Kg en fruta de guayaba

demostrando ser menor al valor obtenido en este estudio.
4.4.2. Quercetina.

El ANOVA (Anexo C.2.3) muestra que el valor de p >0.05 para las variables de tiempo y
la interaccién entre tiempo y solvente, lo que indica que no existe diferencia significativa;
mientras que por otro lado se ha obtenido un valor de p <0.05 para el solvente,

determinando asi que dichos efectos influyen significativamente en los resultados.

Para la cuantificacion de quercetina podemos observar que en la extraccion realizada
con etanol en los tiempos de 3 y 24 horas se obtuvieron resultados similares, para la
extraccion realizada con metanol podemos observar que los resultados disminuyen al

aumentar el tiempo de extraccion.
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Figura 4.9. Quercetina
Fuente: Anexo B.5.2.1; B.5.2.2
Elaboracién: La autora

En la figura 4.9, se observa los valores obtenidos de la cuantificaciébn de quercetina en
las fracciones hidrofilicas, mostrando que se obtuvo mayor resultado con la extraccion
de etanol en un tiempo de 3 h mediante maceracion dinamica, con un resultado de 26.03
mg quercetina/Kg, en comparacion con la extraccion mediante soxhlet, se obtuvo un
valor superior con respecto a etanol de 29.37 mg quercetina/Kg BH; lo cual determina
gue es inferior a los obtenidos en fruta de guayaba por Espinal (2010) y Vargas (2006),
con valores de 282.3 mg quercetina/Kg y 126 mg quercetina/Kg, respectivamente, por
otra parte Wu, Hsieh, Wang, and Chen (2009) y Nantitanon, Yotsawimonwat, and
Okonogi (2010) determinaron en hojas de guayaba una cantidad de quercetina de 1600
mg quercetina/Kg y 2612 mg quercetina /Kg respectivamente.

4.4.3. Acido transcinamico.

El ANOVA (Anexo C.2.3) muestra que el valor de p >0.05 para las variables de tiempo y

la interaccién entre tiempo y solvente, lo que indica que no existe diferencia significativa;
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mientras que por otro lado se ha obtenido un valor de p <0.05 para el solvente,
determinando asi que dichos efectos influyen significativamente en los resultados.

En cuanto a la determinacion de acido transcinamico podemos observar para etanol un
aumento en el contenido hasta las 6 h manteniéndose para 24 horas, para la extraccion
realizada con metanol podemos observar que los resultados crecen al incrementar el

tiempo de extraccion.
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Figura 4.10. Acido Transcinamico
Fuente: Anexo B.5.3.1; B.5.3.2
Elaboracién: La Autora

En la figura 4.10, se observa los valores obtenidos de cuantificacion de &cido
transcindmico en las fracciones hidrofilicas, mostrando que se obtuvo mayor resultado
con la extraccion de metanol en un tiempo de 6 h mediante maceracién dinamica, con
un resultado de 5.44 mg AT/100 g BH, en comparacion con la extraccion mediante
soxhlet, se obtuvo un valor superior con respecto a etanol 6,33 mg AT/100 g BH.

Para el subproducto de guayaba no se encontraron investigaciones realizadas que

confirmen la presencia de &cido transcinamico.

En el estudio de Zabidah, Kong, and Ismail (2011) sobre las propiedades antioxidantes

de los zumos tropicales (Cacao, guayaba y Bambangan) determinaron &cido
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transcindmico en jugo de guayaba con un valor de 0.23 mg/100 mL, resulta dificil
comparar con los resultados del presente estudio debido a que las unidades expresadas
son diferentes, pero podemos evidenciar la presencia de este compuesto en los
productos procesados de guayaba.

La amplia desviacién estandar entre los datos en la determinacion de quercetina y &cido
transcindmico, pudo deberse a la presencia de ruido instrumental. Asi pues, el efecto del ruido
en el error relativo de una medida aumenta a medida que disminuye el valor de la cantidad
medida. Muchas de las medidas en un laboratorio solo precisan un esfuerzo minimo para
mantener la relacion sefial/ruido en un nivel aceptable. Cuando aumentan las exigencias de
sensibilidad y exactitud, la relacion sefial/ruido es, a menudo, un factor limitante en la precision
de una medida (Skoog, James, & Nieman, 2001). Otra razén pudo deberse a la falta de
purificacién del extracto analizado, ya que los extractos presentan azlcares, compuestos
fendlicos que también pueden existir como complejos con hidratos de carbono, proteinas y otros
componentes de la planta (Naczk & Shahidi, 2004) y al estar presentes en la muestra en forma

de complejo pueden variar la cuantificacion final de dichos compuestos.

El contenido de cada uno de los compuestos encontrados mediante HPLC en subproductos de
guayaba se relacionan con los resultados obtenidos en el contenido de fenoles totales ya que
mejor resultado para maceracién dinamica (273.39 mg EAG/100 g BH), se obtuvo en un tiempo
de 24 horas y con etanol como solvente de extracciéon, se observa la misma tendencia con el
mayor resultado para acido galico, y también podriamos considerar esta misma tendencia para
quercetina y acido transcinamico, ya que al no existir diferencia significativa entre los tiempos

de extraccién podriamos considerar que el resultado mayor resultados se obtuvo a 24 horas.
4.5. Identificacion y cuantificacién de carotenoides

Los responsables de la actividad antioxidante lipofilica del fruto de guayaba son los

carotenoides

La identificacion de licopeno en los subproductos de guayaba no se pudo realizar debido a que
se verifico el deterioro del compuesto patron, pero en los resultados de los cromatogramas
obtenidos se pudo evidenciar la presencia de este compuesto en las muestras analizadas sin

llegar a cuantificarlo.
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45.1. B-caroteno

El ANOVA (Anexo C.2.3) muestra que el valor de p > 0.05 para la variable de tiempo, lo
gue indica que no existe diferencia significativa.

Podemos observar que en los resultados para [(-caroteno, al variar el tiempo de

extraccioén, para 3 y 6 horas se mantienen y aumenta para 24 horas.

En la figura 4.11, se observa los valores obtenidos de la cuantificacion de B-caroteno de
la fraccion lipofilica, mostrando que los resultados variaron de 3.3 a 5.21 mg B-
caroteno/100g, obteniendo el mayor resultado en un tiempo de 24 h mediante
maceracion dindmica, con un resultado de, en comparacién con la extraccién mediante

soxhlet, se obtuvo un valor superior de 7.37 mg p-caroteno/100g.
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Figura 4.11. B-caroteno

Elaboracién: La autora

El contenido de B-caroteno del presente estudio, es similar al obtenido por Yano, Kato,
lkoma, Kawasaki, Fukazawa, Sugiura, et al. (2005) con un valor de 5.027 mg [3-
caroteno/100 g en su estudio en fruto de guayaba, por otro lado en algunos estudios se

encontraron resultados inferiores de valores informados por otros autores como Wilberg
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and Rodriguez-Amaya (1995) de 0.584 mg B-caroteno/100g, Espinal (2010) de 0.12 mg
B-caroteno/100g, Oliveira, Lobato, Ribeiro, Santana, Chaves, and Pinheiro-Sant’Ana
(2010) de 0.828 mg B-caroteno/100g en fruta fresca de guayaba. Es dificil comparar
estos datos con el presente estudio debido a que las condiciones de cultivo, época de
cosecha, factores ambientales en los que se desarroll6 la fruta son diferentes y afectan a

la composicion de la misma y por otro lado a los distintos métodos y condiciones de
extraccion de compuestos.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo el mejor rendimiento de extraccién en maceracion dindmica, con etanol como
solvente en un tiempo de 24 horas, con un valor de 13.31% (p/p).

Se determiné el aporte de la actividad antioxidante de los subproductos de guayaba, los
mejores resultados de las fracciones lipofilica e hidrofilicas para los diferentes métodos
aplicados se obtuvieron con metanol como solvente con los siguientes valores: ABTS
43.32 uymol TE/g BH con un tiempo de extraccién de 6 horas, DPPH 39.87 umol TE/g BH
con un tiempo de extraccion de 24 horas, FRAP 27.89 umol TE/g BH con un tiempo de
extraccion de 24 horas.

En cuanto a la cuantificacién de fenoles totales el mejor resultado obtenido fue 273.39
mg AG/100 g BH determinado con etanol como solvente y un tiempo de extraccién de 24
horas

Se pudo cuantificar acido galico, quercetina y acido transcindmico en los subproductos
de guayaba, la concentracion de acido galico estuvo comprendida entre 12.41 y 112.78
mg AG/100 g BH, quercetina entre 0.80 y 26.22 mg quercetina/100 g BH y acido
transcinamico hasta 5.44 mg AT/100 g BH.

La mayor concentracion para acido galico fue 112.78 mg AG/100 g BH con etanol como
solvente en un tiempo de 24 horas, para quercetina 26.22 mg quercetina/100 g BH con
etanol como solvente en un tiempo de 3 horas y para acido transcinamico 5.44 mg
AT/100 g BH con metanol como solvente en un tiempo de 6 horas.

Se cuantificé B-caroteno en la fraccion lipofilica, la mayor concentracion fue 5.21 ug B-
caroteno/100 g MS con un tiempo de extraccion de 24 horas.

El método de extraccién mas Optimo para la extraccion de compuestos fendlicos fue: con
etanol como solvente en un tiempo de 24 horas, evaluados mediante fenoles totales y

cuantificacion de compuestos fendlicos.
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RECOMENDACIONES
Realizar un estudio para aumentar la eficiencia de recuperacion de los compuestos con
actividad antioxidante, ya sea utilizando mezcla de solventes o utilizando otros métodos
de extraccion como la extraccion con fluidos supercriticos.
Se recomienda realizar una estudio méas profundo para la cuantificacion médiante HPLC,
tomado en cuenta los parametros de calidad de un método analitico como son
linealidad, precisibn y exactitud y de esta manera mejorar los resultados de
cuantificacién de los componentes a estudiar.
Realizar una purificacion previa de los extractos a estudiar y asi poder evitar las posibles
interferencias existentes.
Realizar un estudio con la aplicacién de los subproductos de guayaba en la elaboracién
de alimentos como ingrediente funcional, por su alto contenido en compuestos fendlicos,
ya sea como complemento de la harina de trigo en la panificacion, o como saborizante

en productos tales como el yogur firme.
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Anexo A.

Esquemas.

Anexo A. 1. Preparacion de la materia prima

Recepcién de materia prima

v

Secado en bandejas a 45-55 °C (H <10 %)

v

Molienda

v

Tamizado (< 125 a 250 um)

v

Almacenamiento (-20 °C)

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Anexo A. 2. Extraccion de la fraccion lipofilica por maceracién dindmica

Pesar 10 g de muestra seca, molida y tamizada

v

——  Adicién de hexano relacién 1:10 (peso/volumen)

v

Agitacion por 3, 6, 24 h

v

Filtrar a vacio

v
v v

Tres veces

Fase solida Fase liquida
Secar (Eliminacion de solvente Recuperar solvente en rotaevaporador

v

Almacenarlos extractos en viales ambar a -20°C

v

Fraccion lipofilica

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora.
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Anexo A. 3. Extraccion de las fracciones hidrofilica por maceracion dinamica.

Tres veces

Muestra agotada de la fraccion

lipofilica

v

Adicién de etanol relacion 1:10

—>
(muestra: solvente)

§ Agitacién por 3, 6y 24 h
o
>
> v
o Filtrar a vacio
. |

1 Fase sélida Fase liquida

Secar (Eliminacion Recuperar solvente en
de solvente rotaevaporador
- 5 Adicién de metanol relacion 1:10 Almacenarlos extractos en

(muestra: solvente)

v

Agitacion por 3, 6, 24 h

v

Filtrar a vacio

viales ambar a -20°C

v

Fraccion hidrofilica
etandlica

v

- Fase solida

v

Secar (Eliminacion
de solvente)

v

Fase liquida

v

Recuperar solvente en
rotaevaporador

v

Almacenar los extractos en
viales ambar a -20°C

v

Fraccion hidrofilica
metandlica

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo A. 4. Extraccion de la fraccién lipofilica por soxhlet.

Pesar 5 g de muestra
seca, molida y tamizada

!

Rellenar cartuchos

!

Montar el equipo soxhlet

!

Agregar 320 mL de
hexano

!

Sifonear por 5 h a temperatura
de ebullicion del solvente

Fase liquida Fase sélida
l Secar (Eliminacion de
solvente)

Recuperar solvente en
rotaevaporador

|

Almacenarlos extractos
en viales ambar a -20°C

’

Fraccion lipofilica

Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La autora
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Anexo A. 5 Extraccion de las fracciones hidrofilica por soxhlet.

Muestra agotada de la fraccion
lipofifica

v

Agregar 320 mL de etanol

v

Sifonear por 5 h a temperatura de
ebullicién del solvente

v v

Fase liquida Fase solida
Recuperar solvente en Secar (Eliminacion de solvente)
rotaevaporador ¢
¢ Agregar 320 mL de metanol
Almacenarlos extractos ¢

en viales @mbar a -20°C
Sifonear por 5 h a temperatura de

* ebullicion del solvente

Fraccion hidrofilica |

etandlica ¢ ¢

Fase liquida Fase solida
Recuperar solvente en Secar
rotaevaporador ¢
¢ Almacenar a -20°C

Almacenarlos extractos
en viales ambar a -20°C

v

Fraccion hidrofilica
metandlica

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La autora
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Anexo A. 6. Preparacion de la curva estandar con trolox

Pesar 0.0250 g de trolox

v

Aforar a 100 ml con metanol

v

Tomar alicuotas de 0.6, 3.8, 7.5, 11.3, 15y 20 mL

v

Aforar a 25 ml con metanol

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora

Anexo A. 7. Esquema de determinacion de capacidad antioxidante por ABTS.

Pesar 101.5 mg de ABTS Pesar 17.57 mg de persulfato de potasio
Aforar a 25 mL Aforar a 25 mL
| | Tomar 150 pL de cada disolucién de
¢ las milestras
Mezclar las soluciones l
¢ Adicionar 2850 pL de solucién de

trabajo ABTS
Dejar reaccionar por 12 horas

i |

Dejar reaccionar por 2 h a T amb,
en la oscuridad

v !

1 mL ABTS" + 60 mL metanol

v

SOLUCION DE TRABAJO

v

Medir la absorbancia a 734 nm, y ajustar a 1.1 + 0.02

SOLUCION PATRON ABTS*

Medir la absorbancia a 743 nm

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo A. 8. Esquema de determinacion de capacidad antioxidante por FRAP.

Pesar 0.775 g de
C,H3NaO, +4 ml C,H40,

v

Aforar a 250 mL

Pesar 0.078 g Pesar 0.1352 g de FeCls
de TPTZ . 6H,0

v v

Diluir en 25 mL Aforar a 25 mL

de HCI 40 mM

Tomar 150 pL de cada
disolucion de la curva
estandar

’

Adicionar 2850 pL de
solucion de trabajo FRAP

'

Dejar reaccionar por 30 min a
T amb, en la oscuridad

:

Medir la absorbancia a
593 nm

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora

v

Mezclar las
soluciones

¢

Calentar a 37 °C

Tomar 150 pL de cada
disolucion de las
muestras

'

Adicionar 2850 pL de
solucion de trabajo FRAP

'

Dejar reaccionar por 30 min
a T amb, en la oscuridad

!

Medir la absorbancia a
593 nm
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Anexo A. 9. Esquema de determinacién de capacidad antioxidante por DPPH.

Pesar 0.024 mg de DPPH

v

Aforar con 100 mL de metanol

v

SOLUCION PATRON

v

10 mL de solucién patrén +
70 mL de metanol

v

SOLUCION DE TRABAJO

v

Medir la absorbancia a 515
nm, de ser necesario ajustar
a 1.1+0.02

Tomar 150 pL de cada Tomar 150 pL de cada
disolucion de la curva disolucién de las muestras
Adicionar 2850 pL de Adicionar 2850 pL de

solucion de trabajo DPPH solucion de trabajo DPPH

Dejar reaccionar por 24 h Dejar reaccionar por 24 h

a T amb, en la oscuridad a T amb, en la oscuridad

Medir la absorbancia a

Medir la absorbancia a
515 nm 515 nm

Fuente: La experimentacion.

Elaboracién: La Autora.
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Anexo A. 10. Esquema de determinacion de fenoles totales.

Folin-Ciocaltetr 0 25N

v

Medir 3.125 mL de Folin-
Ciocalteu 2N

v

Afarar a 25 ml

Pesar 0.05 g de solucion
stock de acido galico

v

Aforar a 25 ml con metanaol

v

Tomar alicuotas de 0.1, 0.2,
0.3,0.4y0.5mL

v

Aforar a 10 ml con metanol

v

Tomar 150 pL de cada
concentracion

v

Adicionar 2400 pL de agua destilada
y 150 pL de Folin-Ciocalteu

v

Agitar 2 min y dejar
reaccionar nor 3 min.

v

Adicionar 300 pL de
Na2003 1N

v

Dejar reaccionar por 2 horas
a T amb, en la oscuridad

v

Medir la ahsorbhancia a 725 nm

Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La Autora
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Carhonatn de sndin 1N

v

Pesar 2.64 g de Na,CO3

v

Aforar a 25 mL

Tomar 150 pL de cada
muestra

v

Adicionar 2400 pL de agua
destilada y 150 pL de Folin-
Ciocalteu

v

Agitar 2 min y dejar
reaccionar nor 3 min.

v

Adicionar 300 pL de
Na,CO; 1N

v

Dejar reaccionar por 2 horas
a T amb, en la oscuridad

v

Medir la ahsorbancia a 725 nm



Anexo B.1.1 Curva de calibracién ABTS

Datos de curva de calibracién ABTS

Concentracién

(umol)

Absorbancia (nm)

Promedio

0.953

24.81

0.954

0.958

0.955

Anexo B.

Resultados

Anexo B. 1. Curvas de calibraciéon

0.791

148.34

0.791

0.793

0.792

0.609

296.69

0.610

0.609

0.609

0.392

445.54

0.391

0.394

0.392

0.167

593.88

0.166

0.168

0.167

1.2
1.0
0.8

Absorbancia (nm)
© o o o
o N B O

Curva de calibracion de ABTS

y =-0.0013x + 0.9842

R%=0.9902

L 4

200 400 600 800
Concentracion (uMoles)

1000

0.036

791.84

0.036

0.035

0.035

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo B.1.2 Curva de calibracién FRAP

Datos de curva de calibracién FRAP

Concentracién

Absorbancia (nm) Promedio
(umol)

0.624

24.81 0.631 0.629

0633 Curva de calibracion de FRAP

0.929

N
"

148.34 0.931 0.932 y =0.0021x + 0.6032

9% R? = 0.9968 "

g
o

1.276 /

=
]

1.281

296.69 1.277 1.278 /

=
o

1.577
445.54 1.581 1.580

Absorbancia (nm)

1.582 0.5

1.907 0.0

593.88 1.909 1.908 0 200 400 600 800
1.909

Concentracion (uMoles)

2.242

1000

791.84 2.245 2.243
2.243

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.1.3 Curva de calibracién DPPH

Datos de curva de calibracion DPPH

Concentracién

Absorbancia (nm) Promedio
(umol)

0.934

24.81 0.935 0.936 Curva de calibracion de DPPH

0.938

0.846 12

148.34 0.846 0.847 1.0 A-0n4 A

. y = =UUULIXR' T U.9714
0848 '\ R2 = 0.9964
0.8

0.690 . \
0.6

296.69 0.690 0.690
0.689 \
0.4 \
44554 0.509 0.508 0.2

Absorbancia (nm)

\

0.507
0.508

0.355 0.0
593.88 0357 0.357
0.360

0 200 400 600 800
Concentracion (uMoles)

1000

0.151
791.84 0.150 0.151
0.151

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.1.4 Curva de calibracién de fenoles totales

Datos de curva de calibracién de fenoles totales

Concentracién
Absorbancia (nm) Promedio
(mg/mL)

0.052

0.01 0.051 0.051

0.050 Curva de calibracion de fenoles

0.100
0.02 0.101 0.100 totales

0.100

o
U

0.156
0.04 0.159 0.158
0.159

o
>

R*=0.9929

y = 4.6115x + 0.001 //

0.283

0.06 0.280 0.281 /
0.280

Absorbancia (nm)
o O O o
o = N w

0.386 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

0.08 0.387 0.387 Concentraciéon (mg/mL)
0.387

0.451
0.10 0.449 0.450
0.449

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.1.5 Curva de calibracion de cuantificacion de compuestos fenélicos mediante HPLC.

Datos de curva de calibracién de acido galico

Anexo B.1.5.1 Acido galico

Concentracion Area
(Mg/mL)

1 1249.73
5 15130.22
10 10300.21
15 15098.77
20 20504.51
25 26152.31
30 31667.55

Area

35000.00
30000.00
25000.00
20000.00
15000.00
10000.00
5000.00
0.00

Curva de Calibracion de Ac. galico

»

y =1048x

- 140.04 /

R*=0.9992

/

—

/

/

0.00 5.00 10.00

15.00 20.00 25.00
Concentracion (ug/mL)

30.00

35.00

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Datos de curva de calibracion de quercetina

Concentracion Area
(Mg/mL)
0.4 182.01
0.6 457.63
0.8 636.10
1 843.65
5 4273.48
10 8776.02
15 12754.00
20 17479.40
25 22184.96
30 25863.50

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Anexo B.1.5.2 Quercetina

Area

Curva de calibracion de quercetina

30000.00

25000.00

20000.00

15000.00

10000.00

5000.00

0.00

y = 874.25x - 79.344
R? = 0.9996 S

e

e

s

e

o

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Concentracion (ug/mL)

35.00
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Datos de curva de calibracién de acido transcinamico

Anexo B.1.5.3 Acido transcinamico

Concentracion .
Area
(Mg/mL)
0.20 795.70
0.40 1150.48
0.60 1667.47
0.80 2230.07
1.00 2806.65

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora

Area

Curva de calibracion de ac. transcinamico

3000.00

2500.00

-

2000.00

y =2550.7x + 199.62 /
R?=0.9926

1500.00

e

1000.00

e

500.00

/

0.00

0.00

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Concentracion (pg/mL)
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Anexo B.1.6 Curva de calibracién de cuantificacién de carotenoides mediante HPLC.

Anexo B.1.6.1 B-caroteno

Datos de curva de calibracion de B-caroteno

Concentracion . Curva de calibracién de B-caroteno
rea 120000.00
(hg/mL) P
4 7842 22 100000.00 y=4143.7x - 15266
' 80000.00 R = 0.9876
6 10372.11 g £0000.00
10 19692.27 20000.00 *
o
30 110893.00 0.00
000 500 10.00 1500 20.00 2500 30.00 35.00
Concentracion (ug/mL)

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo B. 2. Actividad antioxidante

Anexo B.2.1 ABTS

Anexo B.2.1.1 Soxhlet

X X prom. Conc. (uMoles
MUESTRA | ABSORBANCIA
(UMoles) (UMoles) Trolox/ g BH)
S-H-M1 0.674 214.05
S-H-M2 0.558 310.05 276.04 3.17
S-H-M3 0.565 304.01
S-E-M1 0.568 301.53
S-E-M2 0.591 282.74 316.95 50.39
S-E-M3 0.490 366.58
S-M-M1 0.114 677.26
S-M-M2 0.095 692.98 662.80 22.07
S-M-M3 0.186 618.17

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo B.2.1.2 Maceracién dinamica

MUESTRA | ABSORBANCIA X X prom. Conc. (uMoles Trolox/ g
(uUMoles) (UMoles) BH)
3 HORAS
MD-H-M1 0.459 391.99
MD-H-M2 0.462 389.75 391.24 3.01
MD-H-M3 0.459 391.99
MD-E-M1 0.589 284.15
MD-E-M2 0.690 200.81 248.65 28.29
MD-E-M3 0.617 260.98
MD-M-M1 0.413 430.06
MD-M-M2 0.457 393.39 414.06 40.92
MD-M-M3 0.427 418.72
6 HORAS
MD-H-M1 0.479 375.19
MD-H-M2 0.480 374.61 377.75 2.53
MD-H-M3 0.469 383.46
MD-E-M1 0.867 92.08
MD-E-M2 0.823 126.88 117.12 10.22
MD-E-M3 0.816 132.38
MD-M-M1 0.298 525.48
MD-M-M2 0.480 374.61 433.72 43.32
MD-M-M3 0.448 401.09
24 HORAS
MD-H-M1 0.365 469.78
MD-H-M2 0.359 474.99 461.39 4.46
MD-H-M3 0.402 439.41
MD-E-M1 0.788 154.14
MD-E-M2 0.761 175.59 153.62 20.49
MD-E-M3 0.817 131.13
MD-M-M1 0.392 465.23
MD-M-M2 0.562 331.92 421.58 29.91
MD-M-M3 0.389 467.59

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.2.2 DPPH

Anexo B.2.2.1 Soxhlet

X X prom. Conc. (UMoles

MUESTRA | ABSORBANCIA

(uMoles) | (uMoles) Trolox/ g BH)
S-H-M1 0.854 114.60
S-H-M2 0.853 115.87 117.63 1.21
S-H-M3 0.846 122.41
S-E-M1 0.809 158.23
S-E-M2 0.813 154.33 176.55 26.96
S-E-M3 0.749 217.09
S-M-M1 0.518 442.56
S-M-M2 0.565 396.68 483.78 14.91
S-M-M3 0.344 612.10

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo B.2.2.2 Maceracion dinamica

MUESTRA | ABSORBANCIA X X prom. Conc. (uMoles Trolox/ g
(UMoles) | (uMoles) BH)
3 HORAS
MD-H-M1 0.752 214.16
MD-H-M2 0.771 195.91 191.91 1.48
MD-H-M3 0.802 165.65
MD-E-M1 0.844 124.07
MD-E-M2 0.883 86.00 108.55 11.26
MD-E-M3 0.853 115.58
MD-M-M1 0.708 257.11
MD-M-M2 0.776 191.03 224.99 22.24
MD-M-M3 0.739 226.85
6 HORAS
MD-H-M1 0.775 191.71
MD-H-M2 0.812 155.30 167.96 1.30
MD-H-M3 0.811 156.86
MD-E-M1 0.885 84.64
MD-E-M2 0.852 116.26 104.74 10.84
MD-E-M3 0.855 113.33
MD-M-M1 0.701 263.65
MD-M-M2 0.739 227.14 232.38 22.95
MD-M-M3 0.760 206.35
24 HORAS
MD-H-M1 0.670 294.49
MD-H-M2 0.641 322.21 292.34 2.25
MD-H-M3 0.705 260.33
MD-E-M1 0.841 127.29
MD-E-M2 0.815 152.67 136.30 14.13
MD-E-M3 0.839 128.95
MD-M-M1 0.557 404.49
MD-M-M2 0.552 409.08 365.35 39.87
MD-M-M3 0.682 282.48

Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La Autora
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Anexo B.2.3 FRAP

Anexo B.2.3.1 Soxhlet

X X prom. Conc. (UMoles
MUESTRA | ABSORBANCIA
(uMoles) | (uMoles) Trolox/ g BH)
S-H-M1 0.842 111.56
S-H-M2 0.824 103.15 112.02 1.15
S-H-M3 0.863 121.37
S-E-M1 0.807 95.34
S-E-M2 0.797 90.67 110.76 16.04
S-E-M3 0.916 146.27
S-M-M1 1.366 356.24
S-M-M2 1.268 310.46 350.48 12.41
S-M-M3 1.427 384.75

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.2.3.2 Maceracién dinamica

MUESTRA | ABSORBANCIA | X (uMoles) (>:|I\F/)I:)cl):s') Conc. (UMoles Trolox/ g BH)
3 HORAS
MD-H-M1 0.914 145.20
MD-H-M2 0.917 146.60 140.63 1,08
MD-H-M3 0.882 130.11
MD-E-M1 0.714 51.89
MD-E-M2 0.676 33.86 42.72 4.90
MD-E-M3 0.694 42.41
MD-M-M1 0.940 157.49
MD-M-M2 0,877 128.05 144.40 14.28
MD-M-M3 0,919 147.67
6 HORAS
MD-H-M1 0.888 133.05
MD-H-M2 0.902 139.73 137.81 1.06
MD-H-M3 0.904 140.66
MD-E-M1 0.679 35.26
MD-E-M2 0.708 49.09 45.06 4.66
MD-E-M3 0.712 50.82
MD-M-M1 1.297 324.01
MD-M-M2 0.905 141.13 197.88 13.33
MD-M-M3 0.878 128.52
24 HORAS
MD-H-M1 1.047 207.20
MD-H-M2 0.969 170.75 188.51 1.45
MD-H-M3 1.005 187.57
MD-E-M1 0.762 74.32
MD-E-M2 0.777 81.19 71.31 7.40
MD-E-M3 0.728 58.43
MD-M-M1 1.205 281.00
MD-M-M2 1.220 288.03 257.75 27.89
MD-M-M3 1.040 204.21

Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La Autora
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Anexo B. 3. Fenoles totales

Anexo B.3.1 Soxhlet

X X prom. Conc. (mg
MUESTRA | ABSORBANCIA
(mg/mL) | (mg/mL) | EAG/100g BH)
S-H-M1 0.070 88.45
S-H-M2 0.097 122.93 116.54 20.41
S-H-M3 0.109 138.24
S-E-M1 0.110 138.66
S-E-M2 0.104 131.86 153.40 396.66
S-E-M3 0.150 189.68
S-M-M1 0.241 306.61
S-M-M2 0.221 280.68 357.92 177.47
S-M-M3 0.382 486.47

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.3.2 Maceracion dinamica.

MUESTRA | ABSORBANCIA X X prom. Conc. (mg EAG/100g
(mg/mL) | (mg/mL) BH)
3 HORAS
MD-H-M1 0.134 169.70
MD-H-M2 0.184 233.05 165.73 21.71
MD-H-M3 0.075 94,.40
MD-E-M1 0.051 64.21
MD-E-M2 0.057 71.86 74.84 120.69
MD-E-M3 0.070 88.45
MD-M-M1 0.129 163.71
MD-M-M2 0.102 128.50 144.06 243.19
MD-M-M3 0.111 139.98
6 HORAS
MD-H-M1 0.125 168.03
MD-H-M2 0.107 144.17 156.03 17.27
MD-H-M3 0.116 155.90
MD-E-M1 0.073 98.33
MD-E-M2 0.083 111.81 105.07 156.20
MD-E-M3 0.078 105.07
MD-M-M1 0.016 91.38
MD-M-M2 0.125 168.44 123.61 190.61
MD-M-M3 0.019 111.02
24 HORAS
MD-H-M1 0.156 210.64
MD-H-M2 0.158 213.33 208.84 34.30
MD-H-M3 0.150 202.55
MD-E-M1 0.192 259.17
MD-E-M2 0.093 125.30 166.91 273.39
MD-E-M3 0.086 116.26
MD-M-M1 0.195 262.81
MD-M-M2 0.091 123.00 195.67 252.23
MD-M-M3 0.149 201.20

Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La Autora
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Anexo B. 4. Cuantificacién de compuestos fendlicos

Anexo B.4.1 Acido galico

Anexo B.5.1.1 Soxhlet

MUESTRA Area X (ng/mL) X prom. (ug/mL) Concentracion (ug Ac. galico/100 g BH)
S-E-M1 2202.950 2.24
S-E-M2 908.450 1.00 1.62 43.06
S-E-M3 1554.000 1.62
S-M-M1 3133.842 3.12
S-M-M2 3599.634 3.57 3.48 12.41
S-M-M3 3786.833 3.75

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Anexo B.4.1.2 Maceracion dinamica

MUESTRA Area X (ng/mL) X prom. (ug/mL) Concentracion(ug Ac. galico/100g BH)
3 HORAS
MD-E-M1 8238.918 8.00
MD-E-M2 8071.616 7.84 7.94 82.35
MD-E-M3 8240.917 8.00
MD-M-M1 3911.367 3.87
MD-M-M2 4134.951 4.08 4.08 40.49
MD-M-M3 4363.940 4.28
6 HORAS
MD-E-M1 10589.184 10.24
MD-E-M2 7813300 7.59 8.71 76.25
MD-E-M3 8554.033 8.30
MD-M-M1 5716.976 5.59
MD-M-M2 6096.118 5.95 5.95 66.02
MD-M-M3 6480.833 6.32
24 HORAS
MD-E-M1 8387.484 8.14
MD-E-M2 8131.482 7.89 8.49 112.78
MD-E-M3 9742.768 9.43
MD-M-M1 3803.301 3.76
MD-M-M2 3228.150 3.21 3.40 21.47
MD-M-M3 3250.582 3.24

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.4.2 Quercetina
Anexo B.4.2.1 Soxhlet

MUESTRA Area X (ug/mL) X prom. (ug/mL) Conc. (g quercetina/100 g BH)
S-E-M2 1637.167 1.93
1.73 29.36
S-E-M3 1226.734 1.49
S-M-M1 152.400 0.27
S-M-M2 148.467 0.26 0.23 0.80
S-M-M3 138.850 0.25

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Anexo B.4.2.2 Maceracion dinamica

MUESTRA Area X (ng/mL) X prom. (ug/mL) Conc. (ug quercetina/100g BH)
3 HORAS
MD-E-M1 2725.566 3.21
MD-E-M2 1548.408 1.86 2.15 26.03
MD-E-M3 1211.334 1.48
MD-M-M1 1191.216 1.45
MD-M-M2 1054.716 1.30 1.23 11.72
MD-M-M3 746.160 0.94
6 HORAS
MD-E-M1 1560300 1.88
MD-E-M2 819.467 1.03 1.37 11.73
MD-E-M3 972.000 1.20
MD-M-M1 762.599 0.96
MD-M-M2 715.834 0.91 0.93 10.00
MD-M-M3 732.166 0.93
24 HORAS
MD-E-M1 1450.475 1.75
MD-E-M2 1017.283 1.25 1.90 24.75
MD-E-M3 2280.293 2.70
MD-M-M1 919.666 1.14
MD-M-M2 695.083 0.89 1.03 6.31
MD-M-M3 848.134 1.06

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo B.4.3 Acido transcinamico
Anexo B.4.3.1 Soxhlet

MUESTRA Area X (ng/mL) X prom. (ug/mL) Cone. (ug Ac. tr;nHjcinémicolloo 9
S-E-M2 1637.167 0.56 0.60 4.06
S-E-M3 1840.817 0.64
S-M-M1 755.450 0.22
S-M-M2 556.942 0.14 0.19 -0.02
S-M-M3 734.683 0.21
Fuente: La experimentacién
Elaboracién: La Autora

Anexo B.4.3.2 Maceracion dinamica
MUESTRA Area X (ug/mL) X prom. Conc. (ug Ac. transcindmico/100g BH)
(Hg/mL)
3 HORAS

MD-E-M1 2268.483 0.81

MD-E-M2 1889.934 0.66 0.68 4.58

MD-E-M3 1626.003 0.56

MD-M-M1 653.583 0.18

MD-M-M2 780.967 0.23 0.23 0.36

MD-M-M3 949.850 0.30

6 HORAS

MD-E-M1 2743.817 1.00

MD-E-M2 1803.367 0.63 0.80 5.44

MD-E-M3 2184.351 0.78

MD-M-M1 933.067 0.29

MD-M-M2 911.983 0.28 0.28 0.89

MD-M-M3 921.150 0.28

24 HORAS

MD-E-M1 1764.933 0.61

MD-E-M2 1286.275 0.43 0.57 5.24

MD-E-M3 1891.851 0.66

MD-M-M1 1258.717 0.42

MD-M-M2 1187.942 0.39 0.37 1.15

MD-M-M3 981.433 0.31

Fuente: La experimentacion
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Elaboracién: La Autora

Anexo B. 5. Cuantificacién de carotenoides

Anexo B.5.1 Soxhlet y maceracion dindmica

MUESTRA Area X X prom. Conc. (ug B-
(ug/mL) | (ug/mL) caroteno/100g BH)
SOXHLET
S-H-M2 16969.459 7.77
6.23 7.37
S-H-M3 4169.150 4.69
3 HORAS
MD-H-M1 16556.336 7.68
MD-H-M2 10868.551 6.31 6.95 3.83
MD-H-M3 13143.051 6.86
6 HORAS
MD-H-M1 15082.441 7.32
MD-H-M2 16041.000 7.56 7.09 3.31
MD-H-M3 11231.902 6.40
24 HORAS
MD-H-M1 16104.844 7.57
MD-H-M2 8961.851 5.85 6.62 5.21
MD-H-M3 11453.684 6.45

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo C. Anova

Anexo C. 1. Rendimiento de extraccion

Analisis de Warian=za

Fusnte &L SC Ljust. MC hjust. Valocr F Walor p
Modelo =] 586.087 T3.2681 2803.87 0.000
Lineal 4 51&6.789 129.1397 4944.70 0.000
TIEMPO 2 0.196 0.093 3.75 0.044
SOLVENTE 2 516.593 258.297 9885.65 0.000
Interacciones de 2 términos 4 69.297 17.324 a63.04 a.000
TIEMPO*SOLVENTE 4 69.297 17.324 6E3.04 0.000
Error ia 0.470 0.028
Total 26 58&6.557

hesu.men del modelo
R—cuad. BR—cuad.

5 B—cuad. {ajustado) {pred)
0.181643 99.92% 99 .88% 99 .82%

Gréfica de efectos principales del rendimiento de extraccion.

Grafica de efectos principales para RENDIMIENTO
Medias de datos

- TIEMPO SOLVENTE
10
8
2 e —Y
B
s 6
4
2
[
3 6 24 HEXANO ETANOL METANOL

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Gréaficade interaccion del rendimiento de extraccion

Gréfica de interaccién para RENDIMIENTO
Medias de datos

SOLVENTE
—e— HEXANO
12 —m— ETANOL
—e— METANOL

3 6 24
TIEMPO

Fuente: La experimentacién

Elaboracion: La Autora
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Anexo C. 2. Actividad antioxidante

Anexo C.2.1 ABTS

Andligis de Varian=za

Fuente =L SC RAjust
Modelo =4 a7va
Lineal 4 5801.
TIEMBD 2 167.
SOLVENTE 2 S633.
Interacciocnes de 2 términos 4 925.
TIEMPO* SOLVENTE 4 925.
Error 1s 281.
Total 26 TOOE.
Resumen del modelo
B—cuad. B—cuad.
5 B—cuad. {ajustcado) {pred)
3.95704 95.98% 94.139% 90.95%

Gréfica de efectos principales para ABTS.

LI el VO N R LR V]

MC Ajust.
240.81
1450.33
53.74
2816.91
231.29
231.29
15.686

Grafica de efectos principales para ABTS

TIEMPO
40

Medias de datos

Media
S

24 HEXANO

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Gréfica de interaccion para ABTS.

Gréfica de interaccion para ABTS
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Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo C.2.2 DPPH

Anidlisis de Varian=za

Fuente =L SC RAjust.
Modelo =1 2312.00
Lineal 4 2201.89
TIEMBD 2 47.458
SOLVENTE 2 2154.21
Interacciones de 2 términos 4 110.31
TIEMPO* SOLVENTE 4 110.31
Error is 92.35
Total 28 2404 .35
Resumen del modelo

E—cuad. E—cuad.

5 B—cuad. {ajustado) {pred)

2.268511 968.16% 94.45% 91.368%

MC Ajust. Valor F
289.00 56.33
550.42 107.28

23.74 4.83
1077.11 209.93
27.58 5.37
27.58 5.37
5.13

Grafica de efectos principales para DPPH.

Grafica de efectos principales para DPPH

Medias de datos

TIEMPO
25

s

Media

3 6 24 HEXANO

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

SOLVENTE

ETANOL METANOL

Gréfica de interaccién para DPPH.

Gréfica de interacciéon para DPPH

Medias de datos

SOLVENTE

25 —e— HEXANO
—m— ETANOL
—e— METANOL

20

15

Media

10

.\.//o

3 6
TIEMPO

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo C.2.3 FRAP

hnélisis de Varian=za

Fuente &L S5C RAjust.
Modelo =] 1912.19
Lineal 4 g20.932
TIEMED 2 107.8
SOLVENTE 2 1713.03
Interacciones de 2 términos 4 97.27
TIEMPO* SOLVENTE 4 97.27
Error 15 275.82
Total 28 2194.11
Resumen del modelo
B—cuad. B—cuad.
S R-cuad. {ajustcado) {pred)
3.91520 37.42% 21.84% T1.71%

MC Ljust.

239.
23
.24
.52
.32
- 32
- 33

455
53
&56
24
24
15

[

Valor F

15.
29,
3
55.
1
1

Grafica de efectos principales para FRAP.

Graéfica de efectos principales para FRAP
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Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Gréfica de interaccion para FRAP.
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Fuente: La experimentacién

Elaboracion: La Autora
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Anexo C. 3. Fenoles totales

nédlisis de Varian=za

Fuente &L SC Ajust. MC Ajust. Valor F
Modelo =] 355005 44378 8.64
Lineal 4 275305 a826 13.39
TIEMPO 2 32673 16337 3.18
SOLWVENTE 2 242632 121316 23.61
Interacciones de 2 términos 4 T899 19925 3.88
TIEMPO* SOLVENTE 4 79699 19925 3.88
Error 1s 92493 5139
Total 28 4474598
EResumen del modelo
E—cuad. B—cuad.
5 B—cuad. {ajustado) {pred)
T1l.6834 79.33% T0.14% 53.43%

Gréfica de efectos principales para fenoles totales.

Grafica de efectos principales para FENOLES
Medias de datos

TIEMPO SOLVENTE
250

200

3 6 24 HEXANO ETANOL METANOL

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Gréfica de interaccion para fenoles totales

Grafica de interaccion para FENOLES
Medias de datos
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Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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Anexo C. 4. Cuantificacién de compuestos fendlicos.

Anexo 4.1 Acido galico.

Rnaélisis de Varianza

Fuente
Modelo
Lineal
Tiempo
Solwente
Interacciones de 2 términos
Tiempo*Solwente
Error
Total

Eesumen del modelo

R—cuad.
5 ER-cuad. {ajustado)
G8.81054 96.55% 895.11%

Gréfica de efectos principales para acido galico.

3C Rjus

]

=1 RRR PR W

o

R—-cuad.
(pred)
92.23%

15567.
10555.
284.
10271.
5011.
5011.
5546.
lel23.

t. MC Rjust. Valor F
2 3113.4 a7.12
[ 3518.5 T75.86
3 142.1 3.08
3 10271.3 221.44
[ 2505.8 54.02
[ 2505.8 54.02
[ 446.4
a

Gréfica de efectos principales para Ac. Galico

Tiempo

Medias de datos

Media
3

40

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora

Solvente
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Grafica de interaccion para acido galico

Grafica de interaccion para Ac. Galico
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Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora
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Anexo C.4.2 Quercetina

Anélisis de Varianza

Fuente GL 5C Rjust. MC hjust. Walor F
Modelo 5 &18.7 163.74 4.52
Lineal 3 a0z.0 200.64 5.91
Tiempo 2 127.7 683.584 l.88
Solwente 1 474.3 474.32 13.97
Interacciones de 2 términos 2 216.7 108.35 3.1%
Tiempo*Solwvente 2 216.7 108.35 3.19
Error iz 407 .4 33.95
Total 17 1226.1

Resumen del modelo

R—cuad. R—cuad.
R—cuad. {ajustado) {pred)
686.7T7% 52.93% 25.24%

Gréfica de efectos principales para quercetina.

Grafica de efectos principales para Quercetina
Medias de datos

Tiempo Solvente

Media

3 6 24 ETANOL METANOL

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Gréfica de interaccién para quercetina.

Gréfica de interaccion para Quercetina
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Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

-100 -



Anexo C.4.3 Acido transcinamico.

Enaélisis de Varian=za

Fuente GL SC Ajust. MC Ajustc. Valor F Valor p
Model o 5 97.152 19.4304 15.20 0.000
Lineal 3 95.801 31.59336 24.97 0.000
Tiempo 2 0.489 0.2444 0.1% 0.829
Solwvente 1 a45.312 95.3120 T4.54 0.000
Interacciones de 2 términos 2 1.351 0.68756 0.53 0.603
Tiempo*Solwvente 2 1.351 0.&8756 0.53 0.&a03
Error 1z 15.344 1.2787
Total 17 112.4948

hesumen del modelo

B—cuad. B—cuad.
s R—cuad. {ajustado) {(pred)
1.13078 &868.36% g0.68% a9.31%

Gréfica de efectos principales para acido transcinamico.

Grafica de efectos principales para Ac. Transcinamico
Medias de datos

Tiempo Solvente

Media
n

3 6 24 ETANOL METANOL

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Gréfica de interaccidn para acido transcinamico.

Gréfica de interaccion para Ac. Transcinamico
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Fuente: La experimentacion
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Media

Anexo C.5. Cuantificacion de carotenoides

EAnalisi
Fuente
Tiempo
Error

Total

Besumen

132.962
Medias
Tiempo
24

3

a

Desv.Es

Anexo 5.1 B-caroteno

3 de Varianza

5C Rjust.
23054
1068073
129127

—~
g=g

o kP

del modelo

B—cuad. {aj
17.85%

N Media Des
3 432
3 455.5
3 338.3

t. agrupada =

MC hjust. Valor F
11527 0.685
17679
BE—cuad. B—cuad.
ustado) {(pred)
0.00% 0.00%
v.E3t. IC de 95%
201 { 244, 620)
aga.0 (267.&8, 6G43.3)
55.0 {150.5, S52&8.2)

132.962

Valor p
0.554

Grafica de efectos principales para B-caroteno.
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