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RESUMEN:  

En la presente investigación se evaluó la capacidad antiinflamatoria por inhibición de 

la lipoxigenasa de los subproductos de guayaba (Psidium guajava L.) (pulpa, 

corteza, semilla), provenientes de la empresa Agroficial de la ciudad de Guayaquil. 

Los subproductos se deshidrataron a 60 °C, por 36 horas hasta una humedad de 

4.5%, a un tamaño de partícula entre 125 – 250 µm; el extracto hidrofílico se lo 

obtuvo por maceración dinámica (1000 rpm), a una temperatura de 70 °C por 6 

horas, utilizando como solvente etanol 57%, pH=2, ajustado con HCl concentrado. El 

extracto obtenido fue purificado utilizando una columna Sep Pack C18 con el fin de 

separar los carbohidratos. En total se obtuvieron dos extractos antes y después de la 

purificación, a los cuales se les determinó, fenoles totales, capacidad antiinflamatoria 

y carbohidratos. De los extractos obtenidos se determinó que el extracto no 

purificado tuvo un mayor valor de fenoles totales (2178,16 mg GAE /100 g muestra) 

que el extracto purificado (1034,21 mg GAE /100 g muestra). En cuanto a la 

capacidad antiinflamatoria se determinó la actividad de la lipoxigenasa en los 

extractos no purificados se obtuvo IC50 en una concentración de 121,96 mg de 

extracto/L, y en el extracto purificado se obtuvo IC50 en concentración de 121,11 mg 

de extracto/L  

 

Palabras Claves: Fenoles totales, capacidad antiinflamatoria, carbohidratos, IC50, 

lipoxigenasa, purificado, no purificado. 
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ABSTRACT 

In this study it was evaluated the antiinflammatory capacity by inhibition of 

lipoxygenase products of guava (Psidium guajava L.) (pulp, rind, seeds), from the 

company Agroficial city of Guayaquil. The byproducts were dehydrated at 60 ° C, for 

36 hours to a moisture content of 4.5% to a particle size between 125 - 250 microns, 

it hydrophilic extract obtained by dynamic maceration (1000 rpm) at a temperature of 

70 ° C for 6 hours, using 57% ethanol as solvent, pH = 2, adjusted with concentrated 

HCl. The extract obtained was purified using a Sep Pack C18 column in order to 

separate the carbohydrates. In total two extracts were obtained before and after 

purification, to which they are determined, total phenols, antiinflammatory ability and 

carbohydrates. Of the extracts was determined that the unpurified extract had a 

higher value of total phenols (2178.16 mg GAE / 100 g sample) that the purified 

extract (1034.21 mg GAE / 100 g sample). regarding the inflammatory capacity was 

determined lipoxygenase activity in extracts obtained unpurified IC50 at a 

concentration of 121.96 mg of extract/L and the purified extract obtained by 

concentration IC50 121.11 mg of extract/L.  

 

 

Keywords: Guava, C18 column, carbohidrates, total phenols, antiinflammatory 

capacity, IC50, lipoxigenase 
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Propósito del Proyecto: 

 

General: 

 

Valorar el potencial antiinflamatorio de los subproductos de guayaba. 

 

 

Específico:  

 

 Determinar  cantidad de fenoles totales 

 Determinar capacidad antiinflamatoria 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

1.  INTRODUCCIÓN  

La guayaba (Psidium guajava L.) es un fruto exótico, nativo de América, pertenece a la 

familia Mirtácea, actualmente se encuentra muy difundida en todo el mundo (López, 2008), 

su producción mundial en el 2010 fue de alrededor de 1.2 millones de toneladas (Tzec, 

2010), la cual se utiliza para la elaboración de jaleas, mermeladas, y jugos. La industria de 

alimentos genera volúmenes de subproductos que oscilan entre el 25-40% del volumen 

original y ascienden hasta 1.050  millones de toneladas anuales (Reddy, 2011), gran parte 

de ellos se desechan sin tratamiento posterior, convirtiéndolos en contaminantes 

ambientales, pues al contener alta cantidad de agua son fácilmente atacados por los 

microorganismos (Mirzaei  et al., 2008).  

Un estudio realizado por Marquina et al. (2008) demostró que la pulpa y la cáscara de esta 

fruta tienen un alto contenido de fibra dietética (48.55%; 49.42%) y polifenoles extraíbles 

como los flavonoides, isoflavonas, antocianidinas, ácidos benzoicos (Arranz, 2010) (2.62%; 

7.79%), los mismos que pueden ser usados como una  fuente de fibra y compuestos 

fenólicos con  propiedades beneficiosas (Berardini et al., 2005). Los subproductos de 

guayaba desde la antigüedad se han utilizado para tratar dolencias en especial sus hojas 

para tratar males estomacales, la corteza como antiinflamatorio y la pulpa ya que es fuente 

de ácido ascórbico (Dweck,1987). Según un estudio realizado por Marquina, (2008)  

demostró que la semilla y la piel de guayaba tienen mayor capacidad antioxidante y  

polifenoles totales que la pulpa; la mayoría de las pieles de frutas pueden exhibir una 

actividad antioxidante de 2 a 27 veces mayor que la pulpa. 

 Una dieta que incluya la guayaba aumenta la defensa antioxidante del organismo evitando 

el daño oxidativo (Kuskoski et al., 2005), ya que estos están asociados con la disminución 

de lipoproteínas además de contener vitamina C y E, carotenoides y compuestos fenólicos. 

Se ha demostrado que la guayaba (“Psidium guajava L.”) tiene efecto antiinflamatorio y se lo 

relaciona con la cantidad de flavonoides como la quercetina que a su vez se lo involucra con 

la inhibición de la síntesis de prostaglandinas. Los metabolitos del ácido araquidónico, tanto 

de la vía de la ciclooxigenasa como de la lipooxigenasa, tienen una definida e importante 

participación en las diversas etapas del proceso inflamatorio (Pérez, 1998). Araujo et al. 

(2002) reporta una inhibición de la hialuronidasa con respecto a la actividad antiinflamatoria 

del 17.0 % para la fresa y 35.9 % en mora. 
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Dentro de la línea de investigación,  Aplicación de Tecnologías  emergentes y tradicionales 

en procesos agroindustriales, el presente tema  pretende  ampliar el conocimiento de la 

capacidad antiinflamatoria de los subproductos de guayaba y su relación con los 

compuestos fenólicos que los subproductos de la fruta presentan.  
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2. DESARROLLO DE LOS CAPITULOS  

 

      2.1.  Guayaba 

La guayaba, Figura 1, es una fruta tropical, de forma ovalada, su pulpa es carnosa con 

semillas, pH de 4.1- 5.4, densidad promedio de 1.88 g/cm3. El fruto contiene vitamina C, 

vitamina A, hierro, calcio, fósforo, flavonoides, guaijavarin y quercetina (Dweck, 1987). En la 

mayoría de países exportadores de esta fruta se cultiva diferentes variedades de guayaba, 

las cuales en estado maduro presentan: “Regional Roja” corteza amarilla y pulpa rosada, 

“Regional Blanca” corteza amarilla y pulpa amarilla, “Pera” corteza amarilla y pulpa roja y 

“Manzana” corteza verde y pulpa blanca (Rojas et al., 2009). 

 

Figura 1: Fruto de guayaba 

 

                                                        

Por su gran producción la guayaba (“Psidium guajava L.”) está clasificada como uno de los 

frutos más cotizados y requeridos  en la mayor parte del mundo. El tiempo de producción 

desde la floración hasta la cosecha va de 100-150 días, tiene sabor dulce y textura crujiente 

antes de su completa madurez (Tzec, 2010). Su ficha botánica se describe en la tabla 1.  
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Tabla 1.  Ficha botánica. 

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Fuente: López B, (2008). 

 

2.1.1.  Composición física y química de la guayaba: 

La composición química de la guayaba varía significativamente con la variedad, el estado de 

madurez y la estación climática. La guayaba ecotipo de pulpa rosada, presenta un contenido 

en 100 g de fruta entera correspondiente a: humedad 76.84 g, cenizas 0.70 g, vitamina C 

177.77 mg, acidez titulable 0.76 mg de ácido cítrico, pH 3.95, taninos 3.87 mg, sólidos 

solubles 10.07° Brix, azúcares totales 4.37 g, azúcares reductores 3.86 mg (Torres, 2010).  

2.1.2. Importancia del cultivo y producción de guayaba 

El cultivo de guayaba permanece en constante producción durante todo el año, por tal 

motivo tiene un amplio mercado, (Calderón  et al, 2009), tiene un periodo de vida muy corto; 

se cosecha con un color verde amarillento y se ablanda alrededor de los ocho días (Tzec et 

al., 2010). Se la consume como fruta fresca o procesada (Marquina et al., 2008) en cuanto al 

procesamiento se lo utiliza para la producción de dulces, jaleas, almíbares y refrescos 

(Calderón et al., 2009). 

La guayaba puede producirse en alturas por debajo de los 800 msnm, la temperatura óptima 

que requiere esta fruta es de 16 y 34° C, y  humedad  entre 36 y 96% (Calderón A. et al., 

2009).  

La guayaba procede de Centroamérica, pero es cultivada en todos los países tropicales. Los 

países productores son: Brasil, Colombia, Perú, Ecuador, India, Sudáfrica, Estados Unidos, 

Nombre científico: Psidium Guajava L. 

Nombres Comunes: Guayabo, guayaba, goiaba, guava 

Reino:   Plantael 

Clase: Magnoliophyta 

Subclase: Magnoliophyta   

Orden: Myrtales 

Familia: Myrtaceae 

Género: Psidium 

Especie: guajava 
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México, Filipinas, Venezuela, Hawái, Costa Rica, Cuba, Puerto Rico. Lo que importa el 

mercado europeo tiene como origen: Sudáfrica y Brasil principalmente.  

La producción mundial de guayaba es de alrededor de 1.2 millones de toneladas, la India y 

Pakistán aportan el 50%, México produce el 25% y el resto lo aportan otros países como los 

anteriormente mencionados.  

La pulpa y clarificados de esta planta se han convertido por algunos años en un rubro 

importante para las exportaciones ecuatorianas (Vacas, 2008). No se exporta la guayaba 

como fruta fresca, pero si la pulpa a diferentes países, Estados Unidos es el principal  

consumidor con un volumen de 2000 toneladas métricas hasta agosto del 2007 (López, 

2008) 

La producción a nivel nacional según el Instituto Nacional de Estadística y Censos (INEC) 

ESPAC en el 2004  fue de 1.604 toneladas métricas. Siendo la provincia que tienen mayor 

producción de guayaba Pastaza (34%), siguiéndole la provincia de Pichincha (14%) y en 

menor proporción Esmeraldas (11%) a pesar que es un fruto que produce la mayor parte del 

territorio ecuatorial (López, B 2008). En la península de Santa Elena producen guayaba de 

manera tecnificada. Pero si son silvestres se las encuentra en cualquier parte del campo, 

especialmente en Baños, hacia el Oriente de la provincia de Tungurahua (Mosquera, 2006). 

 

2.1.3. Subproducto de guayaba 

Ramírez A, (2009) realizó estudios en las semillas de guayaba enfocándose a su 

aprovechamiento en la obtención de productos a partir de éstas; encontrando compuestos 

citotóxicos, proponiendo que la harina de la molienda de la semilla de guayaba se utilice en 

la preparación de galletas sustituyendo parte de la harina de trigo. Bourgeois, citado por 

Ramírez A. (2009) estudiaron el aceite de la semilla y proponen que puede tener utilidad en 

la elaboración de jabones, productos de baño y productos de belleza, también indican que la 

fibra de la semilla de guayaba es una fuente de fibra dietaría (88-92%) con actividad 

antioxidante (224 mmol trolox/100 g de semillas). Otros estudios han reportado una 

caracterización bioquímica de las proteínas de la semilla y sus características funcionales, 

además el perfil de ácidos grasos de la semilla de guayaba  indican que es una buena 

fuente de ácido linoléico, ya que es el ácido graso que se encuentra en mayor cantidad 

(80.5%) en la semilla (Ramírez. 2009). Los subproductos de guayaba desde la antigüedad 

han tenido un valor importante en la medicina cuántica ya que sus hojas tallos y raíces se 

los utiliza como antiinflamatorios por su alto contenido de flavonoides, fenoles y citotoxinas 

(Dutta et al, 2010), siendo además antioxidantes y analgésicos. Las harinas obtenidas de la 
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cáscara de guayaba son una importante fuente de fibra dietética (65.64 ± 0.48 g/100 g de 

base seca) con altos contenidos de compuestos polifenólicos y carotenoides (Marquina et al, 

2008). Los subproductos agroindustriales que se descartan durante la producción de puré 

de guayaba rosada comprenden alrededor del 25% de la fruta (Kong, 2011). 

2.2. Importancia de los compuestos fenólicos 

Los compuestos fenólicos son sustancias orgánicas ampliamente distribuidas en el reino 

vegetal, con acción antioxidante siendo extraíbles generalmente con disolventes acuoso-

orgánicos (Arranz, S. 2010). Son en gran medida responsables de las propiedades del color, 

la astringencia y el flavor (sabor y aroma) de los vegetales. Se encuentran en alimentos 

como verduras y frutas, así como de algunas bebidas (té, café, vino, cerveza etc.) que 

proceden de alimentos vegetales. Su estructura química es propicia para secuestrar 

radicales libres (Kuskoski et al., 2005). 

El consumo de frutas y verduras  disminuye el riesgo de incidencias y mortalidad de cáncer, 

y a menores índices de mortalidad por enfermedad coronaria, según estudios previos. Se los 

ha considerado a los polifenoles como compuestos con capacidad para captar radicales 

libres, además que previenen enfermedades como: cardiovasculares, circulatorias, 

cancerígenas y neurológicas. Con actividades antiinflamatoria, antialérgica, antitrombótica, 

antimicrobiana y antineoplásica (Kuskoski et al., 2005). 

Los fenoles constituyen un amplio grupo de sustancias químicas, se presentan más de 

8.000 compuestos distintos en diferentes estructuras químicas y actividad. A los fenoles se 

los considera también como  anti nutrientes, por su efecto adverso a los taninos, que son 

uno de sus componentes mayoritarios sobre la digestibilidad de la proteína (Martínez et al., 

2000), se ha demostrado múltiples efectos positivos de los fenoles debido a su acción 

antioxidante y eliminadora de radicales libres (Martínez, 2002). 

 La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos tiene interés desde un punto de vista 

tecnológico y nutricional. Los alimentos que contengan compuestos fenólicos no necesitan 

aditivos antioxidantes, ya que estos intervienen como antioxidantes naturales convirtiendo 

los alimentos en funcionales y saludables (Martínez, 2000). 

Vargas (2006), estudio la presencia de fenoles en la guayaba indicando que se ha 

encontrado quercetina, leucocianidina, miricetina, apigenina (579.5 mg/kg peso seco), 

luteolina, kaempferol; compuestos encuentrados en las hojas. La pulpa tiene gran cantidad 

de quercetina libre y conjugada, la yema florar presenta cantidades elevadas de fenoles. La 

quercetina y la miricetina constituyen los compuestos más importantes de la guayaba por 
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sus altas concentraciones, según Vargas, (2006) la mayor concentración de mircetina se 

encuentra en la corteza 253 mg/kg de peso seco, mientras que el fruto de guayaba presenta 

3604.7 mg/kg de quercetina. 

El contenido de fenoles totales en fracción comestible de guayaba (pulpa) varía de acuerdo 

a la variedad, siendo más alta en guayaba regional roja con un 50.84 μmol TROLOX/g de 

fracción comestible (Rojas, 2008). 

2.3.  Inflamación 

La inflamación es un mecanismo fisiopatológico básico, la magnitud de la respuesta 

inflamatoria es crucial pues una respuesta inflamatoria insuficiente resulta en 

inmunodeficiencia, lo cual puede conducir desde una infección hasta cáncer.  

El proceso inflamatorio involucra eventos que pueden ser provocados por estímulos o 

agresiones del medio. Los mecanismos patogenéticos de la inflamación dependen de la 

relación entre diferentes agentes químicos, citoquinas y factores de crecimiento, liberados 

por las células del foco inflamatorio o presentes en el plasma y activadas posteriormente, y 

de la expresión de moléculas de membrana (Herrera et al., 2011). La respuesta a la 

inflamación está generalmente acompañada por: tumefacción, rubor, calor, dolor 

espontáneo a la palpación y desorden de la función tisular (Gómez, 2011). (Figura 2) 

Figura 2: Inflamación 

 

                  Fuente: Calder P, (2009). 

FIGURA 2: La migración de leucocitos desde los capilares hacia el tejido circundante, este es promovido por la 

liberación de quimioatrayentes desde el sitio de la inflamación y por la regulación positiva de moléculas de 

adhesión en el endotelio.  
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La inflamación inicia cuando en el tejido, los leucocitos se mueven hacia el sitio de la 

inflamación. Luego se da la liberación de mediadores de leucocitos en el sitio de la 

inflamación, estos pueden incluir mediadores lipídicos, mediadores peptídicos, especies 

reactivas de oxígeno, derivados de aminoácidos y las enzimas dependiendo del tipo de 

célula implicada, la naturaleza del estímulo inflamatorio, su localización anatómica y la etapa 

durante la respuesta inflamatoria, la cual se presenta en tres fases en las que intervienen 

mecanismos diferentes: a) fase aguda, es la fase inicial caracterizada por la vasodilatación 

local y el aumento de la permeabilidad capilar; b) fase subaguda, se produce una infiltración 

leucocitaria y de células fagocíticas, y c) fase crónica, en la cual existen signos de 

degeneración y fibrosis en los tejidos afectados (Herrera et al., 2011). 

2.4. Compuestos antiinflamatorios. 

Componentes de la dieta como, ácidos grasos de cadena larga, vitaminas, antioxidantes, 

flavonoides de plantas, prebióticos y probióticos pueden prevenir la inflamación, y pueden 

tener un papel en su terapia, produciendo mediadores a través de efectos sobre la 

señalización celular y la expresión génica, la reducción de la producción de oxidantes 

perjudiciales y la promoción de la función de barrera intestinal y las respuestas 

antiinflamatorias (Calder, 2009).  

Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) utilizados para disminuir la inflamación son más 

eficaces frente a inflamaciones agudas que crónicas, dependiendo del tipo de proceso 

inflamatorio, y de la participación y la actuación de algunos eucosanoides, además, por 

mecanismos de acción independientes de la inhibición de las ciclooxigenasas. Al inhibir la 

síntesis de prostaglandinas (PG) y tromboxanos, los AINES reducen su actividad 

sensibilizadora de las terminaciones sensitivas, así como la actividad vasodilatadora y 

quimiotáctica  interfiriendo de esta forma en uno de los mecanismos iniciales de la 

inflamación (Herrera et al., 2011). 
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Figura 3: Mecanismos iniciales de la inflamación  
 

 
                                                      Fuente: Herrera, A, (2011) 

 

Figura 3: Representación esquemática de la acción de los AINES, glucocorticoides (GC) e inductores 

de la expresión sobre la COX-1 (lipoxigenasa) y COX-2 (ciclooxigenasa). 
 

2.5. Enzima: Lipoxigenasa 

El ácido araquidónico es metabolizado por dos vías diferentes: la de la coclooxigenasa, que 

genera las prostaglandinas y tromboxanos y la de la 5- lipoxigenasa, que genera los 

leucotrienos (Xaubet et al., 2011). 

La 5 - lipoxigenasa constituye una  de las enzimas más importantes de este grupo, pues a 

partir de ellas se sintetizan los leucotrienos. Cuando se incrementan las cantidades de Ca++  

intracelular, la 5 – lipoxigenasa se une con la proteína que la activa y dicha unión activa la 

enzima que aumenta la síntesis de 5-HPETE  cuya función es inhibir la inflamación y luego 

se une a los leucotrienos (Pérez, 1998). 
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3.  MATERIALES Y METODOS. 

3.1. Material biológico   

Los subproductos de guayaba variedad guayaba roja fueron provenientes de la empresa 

Agroficial, de la ciudad de Guayaquil, se deshidrataron a 60 °C, debido a que es la 

temperatura óptima y en la que los antioxidantes de ésta fruta sufren la menor degradación 

(Barajas et al., 2011), por 36 horas hasta una humedad de 4.5%, seguidamente se trituraron 

licuándolos (evitando el calentamiento de las muestras) por 3 segundos  y tamizaron a un 

tamaño de partícula entre 125 y 250 um.  

3.2. Reactivos: 

Ácido acético, fenol, etanol, carbonato de sodio, metanol, ácido gálico (MERCK), Folín 

Ciocalteu, ácido clorhídrico, ácido sulfúrico (SIGMA), glucosa (Mallinckrodt), kit de ensayo 

de cribado de inhibidores de lipoxigenasa (CAYMAN CHEMICAL). 

3.3. Equipos. 

Tamices Analysensieb DIN 4188, balanza analítica Ohaus, centrifuga Dinac, 

espectrofotómetro UV-Visible Perkin Elmer, espectrofotómetro SUNRISE, estufa Memmert, 

liofilizador Labconco, pH-metro Metler Toledo, rotaevaporador Buchi, agitador Big Bill digital, 

columna C18 Sep-Pak, bomba al vacío Gast, cámara de vacío de vidrio Bakerbond. 

3.4. Obtención del extracto. 

Los extractos se prepararon pesando 1 g de muestra y adicionándole 50 mL de solvente 

ETOH al 57%, ajustado a un pH 2 (Kong et al. 2011) con HCl 37% en un frasco de vidrio con 

tapa (Boeco) protegido de la luz, (González, 2010) e inmediatamente se llevó sobre un 

agitador magnético montado dentro de una estufa de convección forzada, considerando la  

temperatura apropiada de trabajo según estudios previos realizados en el Departamento de 

Ciencias Agropecuarias y de Alimentos de 70 °C por un tiempo de 6 horas. La extracción 

ácida sé realizó fijando la velocidad de rotación del magneto en 1100 rpm (Hamid et al. 

2010). Culminado el tiempo de extracción se separaron las fases líquida y sólida mediante 

centrifugación a 1000 rpm por 30 min. El extracto líquido se almacenó a 4 ºC hasta poder 

concentrarlo en un rota evaporador a 45º C por 30 minutos aproximadamente, 

posteriormente se liofilizó hasta deshidratar completamente la muestra y se almacenó en 

viales ámbar a -20 ºC hasta su análisis. 
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3.5. Purificación 

Se llevó a cabo de acuerdo al método descrito por Ramírez et al. (2004) de: 150 mg de 

extracto de guayaba seco fue suspendido en 40 mL de ácido acético diluido (2.5%v/v) 

seguidamente se purificó en cartuchos 5 g C18Sep-Pak, siempre procurando que la 

velocidad del eluido sea aproximadamente de 19 gotas/min de la siguiente forma: los 

cartuchos se acondicionaron agregando 20 mL de metanol eluyéndolo hasta quedar un nivel 

mínimo sobre el empaque y luego se equilibró con 40 mL de ácido acético al 2.5% (v/v) 

eluyendo hasta un nivel mínimo sobre el empaque. En seguida se procedió a eluir la 

muestra por la columna, una vez adicionada la muestra y para eliminar los azúcares del 

cartucho se lavó la columna con 80 mL de ácido acético (2.5% v/v), esta fracción al igual 

que la anterior se almacenó (fracción azúcares) para un análisis posterior. Seguidamente los 

polifenoles se recuperaron de la fase estacionaria con 50 mL de etanol. El eluído recogido 

de polifenoles se evaporó en el rotaevaporador a 45 ºC por 30 min aproximadamente y se 

liofilizó hasta eliminar todo el solvente. Finalmente el extracto purificado se almacenó en 

viales ámbar a -20ºC hasta su análisis. Se determinó de esta fracción, fenoles totales, 

carbohidratos, capacidad antiinflamatoria. Las extracciones se realizaron por triplicado. 

 

3.6. Fenoles totales 

La cuantificación de fenoles totales se realizó por el método de Folin-Ciocalteau, descrito por 

Thaipong, (2006) con algunas modificaciones. En el cual se preparó una curva de 

calibración con ácido gálico 50 mg / 25 mL de metanol, tomando alícuotas de 0, 0.05, 0.1, 

0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mL de ácido gálico /10 mL de MeOH. El extracto de guayaba de las 

fracciones purificado y no purificado con una concentración de 1000 ppm se mezcló con 

2400 uL de agua y 150 μL de Folin Ciocalteu al 0.25 N. La mezcla se agitó  por 2 minutos y 

se dejó reaccionar por 3 minutos. Seguidamente se adicionó 300 μL de una solución de 

carbonato de sodio 1 N, se agitó y se permitieron 2 horas en reacción a temperatura 

ambiente y en la obscuridad. Se midió la absorbancia a 725 nm. Los resultados se 

expresaron como equivalentes de ácido gálico (EGA)/g muestra. 

3.7. Carbohidratos 

La concentración de carbohidratos en los extractos se determinó por el método  Fenol- ácido 

sulfúrico, descrito por Dubois et al. (2002).  Se realizó una curva de calibración con glucosa 

50 mg / 250 mL agua tomando alícuotas de 0.4, 1, 2, 4, 6, 8 mL de glucosa y aforándolos 

con 10 mL de agua destilada, la fracción de carbohidratos luego de ser rotavaporada a      
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70 °C por 4 horas con 20 mL de agua desionizada para la completa evaporación del 

solvente y evitar la corrosión del equipo de liofilización se preparó a una concentración de 

1000 mg de extracto/L de metanol, además se determinó los carbohidratos en los extractos 

purificado y no purificado. 200 uL de la muestra se mezcla con 20 uL de fenol al 5% se 

adiciona 1 mL de ácido sulfúrico al 96% se deja reaccionar por 10 minutos y se lo coloca en 

el agitador con vibración por 30 minutos. Se lee la absorbancia a 490 nm. Los resultados se 

expresaron como 100 g equivalentes de glucosa / 100 g de muestra.   

3.8. Capacidad antiinflamatoria. 

Para determinar la capacidad antiinflamatoria se usó el ensayo de inhibición de la enzima 

lipoxigenasa (15-LOX) descrito por Sone et al. (2011). Se llevó a cabo utilizando un kit LISA 

(Cayman Chemical Co). El buffer se preparó adicionando, 10% de buffer en 90% agua 

HPLC, el cromógeno se preparó mezclando cantidades iguales de los agentes de desarrollo 

1 y 2, tomando en cuenta el tiempo máximo de almacenamiento de 1 hora,  la enzima de 

lipoxigenasa se preparó, mezclando 1% de enzima en 99% de buffer, una solución de 

sustrato se preparó mediante la mezcla de ácido 2.5% linoleico y 2.5% KOH más 95% agua 

HPLC considerando que el tiempo máximo de almacenamiento es de 30 minutos 

conservando los reactivos preparados a temperaturas bajas. 

Para el ensayo de inhibición de la lipoxigenasa se realizó una muestra en blanco añadiendo 

100 µL de solución buffer de ensayo a un pocillo, un pocillo de control positivo mezclando  

10 µL de solución 15-LOX con 90 µL de buffer de ensayo y por último el pocillo que 

determinó el 100% de actividad inicial que  incluyó 90 µL de la solución de 15-LOX más 10 

µL del solvente usado (metanol) para disolver las muestras. 

 Para iniciar la reacción se adicionó 10 µL de solución de sustrato a todos los pocillos, 

procurando que el pipeteo sea exacto y evitando la formación de burbujas, se cubrieron de 

la luz y se agitó manualmente de manera circular durante 5 min, se añadió 100 µL de la 

mezcla de cromógenos a los pocillos para detener la catálisis enzimática y prevenir el 

desarrollo posterior de la reacción, luego  el equipo  agitó por 5 minutos  los pocillos, y se 

midió el nivel de hidroperóxidos (HP) producido por la 15-LOX a partir del ácido araquidónico 

a 492 nm en un espectrofotómetro. Señalando que se decidió evaluar la actividad 

antiinflamatoria de los extractos purificados y no purificados de guayaba a concentraciones 

desde 80 ppm hasta 150 ppm, ya que al realizar pruebas previas con concentraciones 

inferiores a este valor (10, 20, 40 y 60 ppm), se obtuvieron resultados no representativos. 

También se determinó la capacidad antiinflamatoria de la quercetina cuyas concentraciones 

fueron de 0.76; 1.51; 2.27; 3.02; 3.78 mg de quercetina/L de metanol, A las lecturas de 
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100% de actividad inicial y de las muestras se restó la absorbancia leída en el pocillo en 

blanco. El efecto de inhibición se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 

 

                   Fuente: Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay. 

 

Dónde: 

                 AIL: Actividad Inhibitoria de la Lipoxigenasa  

                 Abs: Absorbancia  

                                 

Figura 4.-  Pocillos para muestras del kit de lipooxigenasa. 

 

                                                       Fuente: Cayman Chemical 

 

3.9. Método estadístico  

Para el análisis estadístico se utilizó el software Minitab, se realizó un ANOVA de una 

dirección para comprobar si hay una diferencia significativa del porcentaje de inhibición 

(˂0.05) entre los extractos tanto purificados como no purificados a las mismas 

concentraciones.   

 

 

AIL (%) =
100% de actividad inical (Abs. ) −  muestra(abs)

100% de actividad inical (Abs. )
x100 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

4.1 FENOLES TOTALES 

Según Prior et al. (2005), la cantidad de fenoles totales se ve afectada frente a la presencia 

de carbohidratos, por esta razón se determinó la cantidad de carbohidratos en los extractos: 

no purificados (1.41 ± 0.16 g glucosa/100 g), purificados (0.13 ± 0.01 g glucosa/100 g) y en 

la fracción de azúcares luego de la purificación (0.79 ± 0.04 g glucosa/100 g), cantidades 

menores a las reportadas en subproductos de guayaba por Martínez et al. (2012)           

(22.20 g glucosa/100 g). En la tabla 2 se puede observar que el porcentaje de eliminación de 

azúcares es superior al 90%, demostrando la eficiencia de la columna, en cuanto a la 

separación de azúcares. 

Tabla 2. Cantidad de fenoles totales  en muestra purificada y no purificada                          
obtenidos mediante el método de Folín-Ciocalteu. 

MUESTRA 

FENOLES (mg AGA/100 g) 
% ELIMINACIÓN 

DE AZÚCARES   

% EXTRACCIÓN 

RENDIMIENTO BASE  
SECA 

BASE 
FRESCA 

PURIFICADA  1034.2 ± 78.4 112.2 90 2 

NO PURIFICADA  2178.1 ±216.3 237.8 __ 30 

          

El contenido de fenoles totales de los extractos hidrofílicos de subproductos de guayaba se 

determinó con el método de Folin-Ciocalteu, y los resultados obtenidos se expresan como 

mg equivalentes de ácido gálico por 100 gramos de extracto. De acuerdo a los datos que se 

presentan en la tabla 2, el extracto no purificado (muestra con presencia de azúcares) 

mostró mayor concentración de fenoles totales que el extracto purificado (muestra libre de 

azúcares) esta diferencia se puede dar por el rendimiento obtenido del extracto, según 

Michalkiewicz A, (2008), los cartuchos muestran una eficiencia de 16-90% de la columna 

sep pak C18, lo cual se podría explicar ya que al pasar los extractos por la columna los 

fenoles pudieron adherirse a la fracción de carbohidratos o haberse quedado en la columna. 

Según Robles F, (2011) las columnas suelen presentar un comportamiento anormal, unas 

veces fácilmente detectable durante el proceso por un comportamiento extraño de difusión 

de la muestra en la columna y otras veces, menos evidente, puesto que se manifiesta en 

una baja absorbancia del extracto recuperado.  
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Figura 5. Comparación de fenoles totales de los extractos de guayaba determinados en 

relación con estudios anteriores. 

 

Fuente: Martínez et al. (2012); Thaipong et al. (2006); Rojas et al. (2009); Marinova et al. (2005). 

La concentración de fenoles totales presentada en los extractos no purificados resultaron ser 

mayores a la reportada por Martínez et al. 2012;  en subproductos de guayaba de la 

variedad “pera rosada” (220mg GAE/100 g BF) mientras que Thaipong, (2006) encontró 

valores mayores en algunas variedades de guayaba en extractos hidrofílicos (270.6 – 344.9 

mg GAE/100 g BF) así como Rojas D, (2009) obtuvo por hidrólisis en guayaba 232.9 ± 122.2 

a 357.7±34.8 mg ácido gálico/100 g BS, para guayaba “Pera” y “Regional Roja”, respec-

tivamente. Mientras que en subproductos de frutas Sultana et al; 2008 reporta cantidades 

menores como en: cáscaras de banano (1100 ± 300 mg GAE/100g, BS), cáscara de trigo 

(300 ± 200 mg GAE/100g, BS), salvado de trigo (400 ± 210 mg GAE/100g, BS), mazorca de 

maíz (1500 ± 400 mg GAE/100g, BS), salvado de arroz (400 ± 200 mg GAE/100g, BS), 

cáscara de arroz (200 ± 100 mg GAE/100g, BS) y cáscara de cítricos (2400 ± 300 mg 

GAE/100g, BS), y cantidades mayores en cáscaras de granada (36400 ± 700 mg GAE/100g, 

BS), cáscaras de manzana (3900 ± 600 mg GAE/100g, BS). 

 Martínez et al; 2012, reportan cantidades menores en: mucílago de cacao (56700± 110 mg 

GAE/100 g BS), cáscara del grano de cacao (55900 ± 220 mg GAE/100 g base fresca BS) y 

vaina de cacao (16750± 70 mg GAE/100 g BS) (Figura 5). Considerando dichos autores a 

estos subproductos como grandes fuentes de fenoles. 
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Estas diferencias se pueden dar por las modificaciones del método para determinación de 

fenoles (Folin- Ciocalteu)  o por el método de extracción, ya que en los estudios 

mencionados se utiliza diferentes solventes, con excepción de Martínez, (2012) que utiliza 

en un extracto no hidrofílico etanol para la extracción del extracto.  Mientras que en otras 

frutas, el arándano (Marinova et al; 2005) presenta mayor cantidad de fenoles en 

comparación con la mora, manzana, pera y guayaba. 

 

Figura 6. Textura del extracto antes y después de la purificación 

 

                                               

En cuanto a la textura, figura 6, el extracto no purificado se presenta en forma acaramelada 

y de color obscuro, mientras que al extracto purificado se lo observa con una textura más 

uniforme y de color claro. Lo que lo hace al extracto purificado más óptimo para ser usado 

como ingrediente adicional para el desarrollo de alimentos, por su facilidad de ser mezclado. 
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4.2 CAPACIDAD ANTIINFLAMATORIA 

Tabla 3. Inhibición de lipoxigenasa en los extractos de guayaba, utilizando el 
kit LISA lipoxigenasa, IC50 de los extractos no purificados y purificados. 

CONCENTRACIÓN 
MUESTRA NO 

PURIFICADA                                 

% DE INHIBICIÓN 

IC50 MUESTRA 

NO PURIFICADA 

(mg de extracto/L) 

MUESTRA  

PURIFICADA                                 

% DE INHIBICIÓN 

IC50  MUESTRA 

PURIFICADA 

(mg de extracto/L) 

mg de extracto/L 

de metanol 

mg de 

extracto/kg 

de metanol 

80 101.04 25.45 ± 2.64a 

 

30.26 ± 2.63a 

 90 113.67 27.21 ± 1.18a 

 

33.33 ± 2.74b 

 100 126.29 34.75 ± 3.58a 

 

39.91 ± 1.52a 

 
110 138.92 35.37± 2.3a 121.96  43.86 ± 1.52b 121.11  

120 151.55 46.26 ± 5.14a 

 

47.81 ± 3.31a 

 130 164.18 65.31 ± 2.04a 

 

67.54 ± 0.76a 

 140 176.81 78.23 ± 2.36a 

 

80.70 ± 0.76a 

 150 189.44 85.71 ± 4.08a 

 

87.72 ± 2.01a 

  Letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa (p˂0.05) entre los porcentajes de 

inhibición de los extractos.    

De acuerdo a la tabla 3 el porcentaje de inhibición de los extractos purificados mostró ser 

estadísticamente mayor (p˂0.05) al presentado por los extractos no purificados, excepto en 

las concentraciones de 90 y 110 mg de extracto/L metanol. Mientras mayor es la 

concentración mayor es el porcentaje de inhibición por lo tanto es directamente proporcional 

a su concentración (Tabla 3). Tanaka A, (2008) describe una fuerte relación de la 

lipoxigenasa (15-LOX) con la disminución de la inflamación. Se ha demostrado que la 

guayaba presenta capacidad antiinflamatoria tanto en los frutos como hojas y subproductos.  

Dweck, (1987), reporta que en un estudio previo se utilizó 300 mg/kg de extracto etanólico 

de fruta de guayaba vía oral, y como estándar 300 mg/kg de ácido acetilsalicílico (aspirina) 

para evaluar la inhibición de la actividad antiinflamatoria en un edema inducido por 

carreagenina en la pata trasera de un ratón, obteniéndose un porcentaje de inhibición de 

58.27%. En cuanto a las hojas de guayaba Olajide O.A. (1999) determinó en un ensayo in 

vivo los efectos farmacológicos concluyendo que a una dosis de 200 mg de extracto/kg 

edema inducido por carreagenina en la pata trasera de un ratón, el extracto exhibe el efecto 

analgésico equivalente a 150 mg/kg de ácido acetilsalicílico. 

El IC50 de los extractos es la concentración del inhibidor a la que se produce una inhibición 

de la actividad enzimática del 50%. Los valores de IC50 se reportan como                      

media ± desviación estándar (Bentebibel A, 2009). En el presente estudio los extractos 

purificados presentaron IC50 a una concentración de 121.11 mg de extracto/L de metanol y 

los no purificados a 121.96 mg de extracto/L de metanol.  
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Tabla 4.  Inhibición de la lipoxigenasa en quercetina 

Concentración 
% de inhibición (mg quercetina/L 

de metanol) 

0.76 33.91 

1.51 38.82 

2.27 51.72 

3.02 67.82 

3.78 90.7 

 

Con el propósito de constatar el ensayo se determinó el porcentaje de inhibición (Tabla 4) de 

la quercetina a concentraciones de 0.76; 1.51; 2.27; 3.02 y 3.78 mg quercetina/ L de metanol 

ya que un estudio previo realizado por  Kang, (1997), sobre los efectos inhibitorios de la 

quercetina consideró dichas concentraciones como óptimas obteniendo un IC50 a una 

concentración de aproximadamente 2.33 mg de extracto/L de metanol. En el presente 

estudio el IC50 de la quercetina se dio a una concentración de 2.19 mg de quercetina/L  de 

metanol.  Habiendo corroborado dicho ensayo, ya que en comparación de los extractos de 

guayaba esta presenta a menor concentración mayor efecto de inhibición. 

Según estudios entre los compuestos fenólicos con actividad antiinflamatoria más 

importantes en la guayaba se encuentran la quercetina, leucocianidina, miricetina, 

apigenina, luteolina, kaempferol, (Vargas D. 2006). La cantidad de fenoles totales en los 

extractos es proporcional a la actividad antiinflamatoria que estos presentan, esto se debe a 

que estos están íntimamente relacionados, lo que sugiere que los compuestos fenólicos 

contribuyen con sus capacidades antiinflamatorias (Geronikaki, 2006). 

Haciendo una comparación entre la concentración obtenida del IC50 de la quercetina 

(2.19mg de quercetina/L de metanol) y de los extractos purificado (121.11 mg de extracto/L 

de metanol) y no purificado (121.96mg de extracto/L de metanol) podemos observar que la 

quercetina muestra el 50% de inhibición a una concentración bastante pequeña en 

comparación con el extracto de guayaba, reafirmando lo mencionado por Vargas D. (2006) 

en la que resalta que la quercetina y la miricetina constituyen los compuestos mayoritarios 

en la guayaba, considerando a la quercetina como un importante compuesto con  capacidad 

antiinflamatoria.   

Estudios en frutas muestran una relación entre el contenido de polifenoles y la actividad 

antiinflamatoria en fracciones a partir de extractos no purificados de fresa que presentaron 
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un porcentaje de inhibición del 17 - 18.9% y en fracciones metanólicas de mora del         

35.9-41.5% (Araujo et al, 2002). 

 

Figura 7. Comparación de capacidad antiinflamatoria determinados en relación 
a estudios anteriores en diferentes productos. 

 

Fuente: Araujo et al. (2002); Rodríguez et al.(2005); Garrido et al.(2001); Li et al.(2011).  

Mediante el método de inhibición de la lipoxigenasa se determinó que los extractos 

hidrofílicos de subproductos de guayaba si presentan capacidad antiinflamatoria,  

obteniendo valores en los extractos no purificados entre 25.45 y 85.71% y en los extractos 

purificados entre 30.26 a 87.72%, en  concentraciones desde 80 a 150 mg de extracto/L de 

metanol. Los cuales mostraron ser mayores a los reportados en estudios previos, 

destacando que se los ha determinado con ensayos diferentes para frutas como: pulpa de 

noni (Morida citrifolia)  29.28%  a una concentración de 20 mL de solución/kg edema 

inducido por carreagenina en la pata trasera de un ratón, en un estudio in vivo sobre edema 

inducido por carreagenina en ratas (Rodriguez, 2005); extracto acuoso de mango (Mangifera 

indica) 39.5% en ratas a una concentración de 20 mg/kg sobre edema inducido por 

carreganina (Garrido, 2001). 

Estudios in vivo en fruto de tomate de árbol (Solanum betaceum) muestran un porcentaje de 

inhibición del 2.5% (Erdmann, 2013), y en pulpa de pera del 35.96% a una concentración de 
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2 g de solución /kg edema inducido por carreagenina en la pata trasera de un ratón (Li, 

2011), destacando que en estos estudios no se presenta la concentración de solución 

utilizada.  

Se ha determinado la capacidad antiinflamatoria de extractos metanólicos obtenidos en 

plantas de Vietnam utilizando el mismo método in vitro del presente estudio determinan un 

porcentaje de inhibición de 62.0% en planta Tram (punzón) a una concentración de 0.5 mg 

de extracto/L de solución, 3.2% en Gac (portero) a una concentración de 0.05 mg de 

extracto/L de solución, este ensayo también indica que la capacidad antiinflamatoria de 

estas plantas pueden estar relacionada a la gran cantidad de compuestos fenólicos que 

estas presentan puesto que en el caso de la especie Tram a mayor concentración de 

extracto mayor es el porcentaje de inhibición (0.05mg de extracto/L una inhibición de 5%,a 

0.5mg de extracto/L inhibición de 60% y a 5mg de extracto/L inhibición de 70% 

aproximadamente). 

Los resultados obtenidos en este trabajo investigativo sugieren que los subproductos de 

guayaba pueden servir potencialmente como fuentes naturales de compuestos fenólicos en 

la dieta, presentando un efecto antiinflamatorio. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  



21 
 

CONCLUSIONES 

 

 

 La cantidad de fenoles totales en extractos purificados fue de 1034.21 mg GAE/100 

g, y los extractos no purificados presentaron  2178.16 mg GAE/100 g. 

 

 El 50% de inhibición de enzima lipoxigenasa en los extractos purificados se 

determinó a una concentración de 121.96 mg de extracto/L de metanol, mientras que 

en los extracto no purificados fue a 121.11 mg de extracto/ L de metanol. 

 

 La columna C-18 es  un método eficaz para eliminar azúcares de los extractos 

hidrofílicos de subproductos de guayaba, ya que los extractos que han sido 

purificados  muestran un rendimiento de eliminación 90.74%. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Diluir completamente la muestra con el solvente antes de pasarlos en la columna 

C18, para que el tiempo de eluido  y el rendimiento sean proporcionales en todas las 

muestras.  

 

 Procurar que una vez preparados los reactivos para determinar la capacidad 

antiinflamatoria estén protegidos de la luz y se los utilice lo más breve posible para 

evitar su degradación tomando en cuenta los tiempo de utilización que marca el kit.  

 

 Realizar pruebas de selección de formas farmacéuticas para utilizar los subproductos 

de guayaba como medicina contra la inflamación.  

 

 Realizar experimentos tanto in vivo como in vitro de extractos hidrofílicos de guayaba 

para controlar la inflamación, con la finalidad de seleccionar la apropiada forma 

farmacéutica de dicho extracto. 

 

 

 Considerar al extracto purificado de guayaba como ingrediente adicional por su 

textura uniforme y sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.  
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Anexo 1: METODOLOGÍA 

            1.1  Preparación de la materia prima 

 
 

 
  
 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

            1.2  Obtención del extracto 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
  
 
 
 

 

   

SUBPRODUCTOS 

DE GUAYABA 

 

 

Deshidratación 

Reducir tamaño 

de la partícula 

 60°C  

 36 horas  

 

 

 

  Triturar la muestra  

Tamizar (125-250µm) 

Lectura: Fenoles totales  y 

actividad  antiinflamatoria  

Maceración dinámica 

 70°C; ETOH:H20 (57%) 

 6 horas 

 pH= 2 con HCl 

Centrifuga 

(1000 rpm por 30 min) 

Fase líquida Fase sólida 

Rotavaporar 
Temperatura: 45°C 

Tiempo: 6 horas 
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Anexo 2: PURIFICACIÓN 

            2.1  Eluído del extracto por los cartuchos Sep Pack C18  

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Activar el cartucho C-18 

con 20 mL de MeOH 

 

Equilibrar el cartucho con 40 

mL de 2.5% ácido acético (v/v) 

Lavar con 80 mL de ácido acético   

(2.5% v/v) 

  Lavar 50 ml ETOH 

       Eluir la muestra en el cartucho (150 mg +40mL ácido acético) 

Fracción 

 azúcares 

  Fracción 
purificada  

PURIFICACIÓN  DEL EXTRACTO 

• Evaporar 70 °C, aprox. 
30 min 
Con 20ml  H2O des 
ionizada 

• Liofilizar y almacenar 

• Determinar 

carbohidratos 

 

4 

• Evaporar 70°C, 30 min 

• Liofilizar y almacenar 

• Determinar: fenoles 

totales, carbohidratos, 

capacidad 

antiinflamatoria. 
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 Anexo 3: MEDICIÓN DE FENOLES TOTALES 

 

             3.1  Método Folin-Ciocalteu. Preparación y lecturas de estándares 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

Pesar 50 mg de  a. gálico 

 

Aforar a 25mL con 

MeOH 

 
Tomar alicuotas de 0, 0.05, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4 y 0.5 mL. 

 

Aforar a 10 mL con MeOH 

 

Tomar 150 µL de 

muestra 

 
Adicionar 2400 uL de H2O y 150 uL 

de Folin-Ciocalteu 0.25 N   

 
Agitar por  3 minutos y 

dejar reaccionar 2 min 

 
Adicionar 300 uL de 

carbonato de sodio 1 N 

(H2O destilada)  

 

Incubar a Tamb. en la oscuridad 

por 2 h 

 
Medir la absorbancia a 

725 nm 

 

1.25 mL de folin 

en 10 mL de H2O 

destilada 

2.649g de 

carbonato en 25 Ml 

de H20  destilada 
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              3.2  Método Folin-Ciocalteu. Preparación y lecturas de muestras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo  4: DETERMINACIÓN DE CARBOHIDRATOS 

             4.1  Preparación de estándares. Método fenol-ácido sulfúrico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tomar 150 µL de 

muestra 

 

Adicionar 2400 uL de H2O y 150 uL 

de Folin-Ciocalteu 0.25 N  (MeOH) 

 

Agitar por  5 minutos y 

dejar reaccionar 3 min 

 
Adicionar 300 uL de carbonato de 

sodio 1 N (H2O destilada) 

 

Incubar a Tamb. en la oscuridad 

por 2 h 

 
Medir la absorbancia a 725 

nm 

 

Determinación carbohidratos (estándares) 

Pesar 50 mg de glucosa y aforar a 250mL 

 

   Tomar alícuotas de 0, 0.4, 2, 4,5 y 8 mL y aforar a 10 mL (tomar 200 µL) 

 

 

Añadir 50 uL de fenol al 80% y agitar 

 
Añadir 5mL de H2SO4 98% rápidamente y agitar 

 
Dejar reposar 10 min a T amb. y agitar por 30 min 

 
Leer a 490 nm 
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             4.2  Preparación de muestras. Método fenol-ácido sulfúrico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 5: DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIINFLAMATORIA 

            5.1 Porcentaje de reactivos para 35 muestras 

      

            

 

 

 

 

 

• 3mL buffer               (10%)

• 27mL H2O HPLC     (90%)
BUFFER

• 10 µL enzima            (1%)

• 990µL buffer            (99%)
LIPOXIGENESA

• 25µL de A.linoléico  (2.5%)

• 25µL KOH                (2.5%)

• 950µL H2O HPLC    (95% )

A. LINOLÉICO

MEDICIÓN DE CARBOHIDRATOS EN MUESTRAS 

 

Tomar 200 µl de la muestra y adicionar 200µL de fenol al 5% 

 

Adicionar 1mL de H2SO4 al 96% 

 
Dejar reposar 10 min a T amb.  y agitar por 30 min 

 

Leer a 490 nm 
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5.2  Preparación de las soluciones para la inhibición de la lipoxigenasa para  96       

muestras 

                      

 

 

 

                      

 

                       

 5.3 Inhibición de la lipoxigenasa  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tomar 517 µL de 
buffer de ensayo

Diluir en 4.653 
µl de H20 HPLC

Agitar en vortex BUFFER

Tomar 2.8590 uL 
de cromógeno 1

Adicionar 2.850 µL 
de cromógeno  2

Agitar en vortex CROMÓGENOS

Tomar 47 µL de 
enzima

Adicionar 4.653 
µL de buffer

Agitar en vortex ENZIMA

Tomar 

14,5 µL de 

a. linoleíco 

Adicionar 
14,5 uL de 

KOH

Agitar 
en 

vortex

Adicionar 
580 uL de 
H2O HPLC

Almacenar a 
0°C max. 

30min
SUSTRATO

Tomar 10uL de enzima

Adicionar 10µL de muestra y 
980uL de buffer de ensayo

Adicionar 10µL de solución 
de sustrato

Agitar 5 min

Adicionar 100µL de la 
mezcla de cromógenos

Medir la absorbancia a 
492nm

Concentraciones de la muestra: 

(80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150ppm) 
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ANEXO 6: DETERMINACIÓN DE FENOLES TOTALES.              

              6.1 Curva de Estándares 
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ANEXO 6.2. Determinación de fenoles totales en extractos purificados  y no purificados  
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Anexo 7: DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIINFLAMATORIA 

  7.1 % de inhibición de la lipoxigenasa en extractos no purificado 
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     7.2. Porcentaje de inhibición de la lipoxigenasa en extractos purificados 
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7.3 Porcentaje de inhibición de la lipoxigenasa  en quercetina 
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 Anexo 8: DETERMINACIÓN DEL IC50 EN EXTRACTOS PURIFICADOS, NO PUIRIFICADOS Y QUERCETINA 
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