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RESUMEN

En el presente trabajo se busco6 determinar la capacidad antioxidante de extractos de Simira
ecuadorensis; para ello se procedié a recolectar las hojas y se sometié a un pretratamiento

que abarcé limpieza, secado empleando secador de bandejas a 40°C por 10 horas y

posteriormente se almaceno en refrigeracion. Se obtuvieron cuatro tipos de extractos con
distintos solventes: etanol-agua, etanol y acuosos (liofilizado y atomizado). A estos se evalué
el contenido de fenoles totales (método Folin-Ciocalteu) y su capacidad antioxidante (DPPH,
ABTS y FRAP). Se determind que el extracto etanol-agua poseia la capacidad antioxidante
mas alta en la mayoria de los métodos; y por el método DPPH una actividad antioxidante
moderada. Asi también, un valor ICso con alto potencial antioxidante. Ademas, presenté mayor
contenido fendlico. Se observd también que los extractos obtenidos con solvente acuoso el
de mejor resultado fue el liofilizado. Los datos anteriores sugieren que el extracto
hidroalcohdlico de la guapala podria ser una potencial fuente rica en antioxidantes naturales.

PALABRAS CLAVES: Actividad antioxidante, guapala, liofilizacion, atomizacién, contenido

fendlico.



ABSTRACT

In the present work we sought to determine the antioxidant capacity of Simira ecuadorensis
extracts; to do this, the leaves were collected and underwent a pretreatment that included
cleaning, drying using a tray dryer at 40 °C for 10 hours and subsequently stored in
refrigeration. Four types of extracts with different solvents were obtained: ethanol-water,
ethanol and aqueous (lyophilized and atomized). To these, the total phenolic content (Folin-
Ciocalteu method) and its antioxidant capacity (DPPH, ABTS and FRAP) were evaluated. It
was determined that the ethanol-water extract had the highest antioxidant capacity in most of
the methods; and by the DPPH method a moderate antioxidant activity. Also, an ICsp value
with high antioxidant potencial. In addition, it had a higher phenolic content. It was also
observed that in the extracts obtained with aqueous solvent the best result was lyophilisate.
The previous data suggest that the hydroalcoholic extract of the guapala could be a potential

source rich in natural antioxidants.

KEYWORDS: Antioxidant activity, gupapala, lyophilization, atomization, phenolic content.



INTRODUCCION

Todos los alimentos que consumimos los seres humanos se derivan de plantas o animales,
por tanto representan un sistema fisicoquimico y bioldgico activo; y su calidad comprende un
estado dindmico que va hacia niveles mas bajos respecto al tiempo. Por lo tanto, existe un
periodo de tiempo en el que el alimento mantiene los niveles requeridos en sus propiedades
organolépticas, nutritivas y sanitarias, denominandose vida Gtil o de anaquel (Baldizon y
Cérdoba, 2008; Casp y Abril, 2003). Dentro de los factores que disminuyen la vida util de un
alimento se encuentra la oxidacion de los lipidos que es la segunda causa de deterioro
después de la accidon de microorganismo, lo que resulta de gran interés econémico para la
industria alimenticia ya que presenta alteraciones en el color, sabor, aroma y pérdida de
nutrientes, ademas de producir sustancias potencialmente nocivas (Medina, Melica, Lorenzati,
y Pérez, 2017).

Una de las principales formas de retrasar la oxidacion es la adicion de antioxidantes. En la
industria son utilizados muy ampliamente y se dividen en dos categorias principalmente:
naturales y sintéticos. Dentro de estos ultimos tenemos el BHA y BHT (Butil — hidroxianisol y
Butil - hidroxitolueno) que han sido utilizados desde principios del siglo pasado. Sin embargo,
se han impuesto medidas de precaucion y se ha restringido su uso debido a su
carcinogenicidad (Mufioz Juarez y Gutiérrez, 2010; Rojano, Gaviria, y Saez, 2008). Es por
esto que existe un interés creciente en los antioxidantes naturales, potenciando la busqueda
de moléculas alternativas con gran actividad y que no tengan efectos citotéxicos ni

genotoxicos (Raudoniaté et al., 2011).

Simira ecuadorensis (Guapala) es una de las plantas que crece en los bosques secos de la
provincia de Loja, cantén Zapotillo. Dentro de sus usos se encuentran que su madera es
utilizada para construcciones rurales, sus ramas y tallos en cercas de huertos y lefia. Sus
hojas sirven como forraje para animales y para envolver quesos de cabra, lo que segun los

moradores los conserva y otorga un sabor caracteristico (Aguirre, Kvist, y Sdnchez, 2006).

En el primer capitulo, se habla sobre la Guapala y sus usos, sobre antioxidantes y sus
mecanismos de accion, asi como también, el fundamento de los cuatro métodos para evaluar
compuestos fenolicos y capacidad antioxidante. En los siguientes capitulos encontramos los
objetivos planteados, la metodologia, se presentan los resultados y su discusion; y finalmente

las conclusiones y recomendaciones.

En la actualidad para la industria alimenticia ha crecido en importancia el empleo de extractos

naturales como aditivos en los alimentos; por lo que se ha creido conveniente realizar la

extraccion y cuantificacion de la capacidad antioxidante de extractos obtenidos de Simira
3



ecuadorensis, con la finalidad de ampliar el conocimiento sobre esta especie debido a que
casi no existe literatura relacionada a los compuestos que brinda ésta planta.
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1.1 Descripcidon y usos de Simira ecuadorensis

El Ecuador es considerado como un pais mega diverso, por la presencia de una variedad de
especies vegetales y animales de gran importancia biologica, una de las regiones con mayor
representatividad son los bosques secos (Vazquez, Freile, y Suarez, 2005).

Simira ecuadorensis (Standl.) Steyerm es un arbusto o arbol pequefio que crece hasta 10 m
de altura con tejidos que oxidan a rojo purpureo cuando son cortados, ramificados y a veces
con muchos tallos. Pertenece a la familia de Rubiaceae (Garcia y Correa, 2005). Tiene hojas
simples, grandes de hasta 15 cm de longitud por 8 cm de ancho; tiene flores pequefias, fruto
capsula, con dos cavidades y semillas numerosas aladas en un extremo (figura 1). Crece en
laderas, orillas de cultivos, rios y quebradas de bosques secos. Estad presente en las
provincias de Loja, ElI Oro y Guayas, entre 200-800 msnm (Aguirre, 2012), se lo suele

encontrar con el nombre comun de:

e Guapala (Loja),

e colorado, chuzo, guapala roja (Guayas),

e colorado sabanero (Manabi)

Segun Caray y Rivas (2005) la guapala brota a partir de la primera semana de diciembre,
alcanzando su mayor expresion en el mes de abril, después de las precipitaciones maximas

de los meses de febrero y marzo.

Figura 1. Arbol y hojas de Simira ecuadorensis (Standl) Steyerm

Fuente: Aguirre (2012)
Elaboracién: Aguirre (2012)



Existe muy poca bibliografia y literatura relacionada a los compuestos que brinda ésta planta,
Rondén etal. (2018), cuantificaron el contenido fendlico total y se evalu6é capacidad
antibacteriana de trece plantas medicinales recolectadas de la provincia de Guayas;
obteniendo que los extractos etandlicos de Simira ecuadorensis fueron unos de los mas
activos contra los ensayos bacterianos con valores de concentracion inhibitoria minima que
oscilaron entre 20 y 100 ppm. Siendo el primer informe que reporta la actividad antibacteriana
de estas especies.

1.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de
las plantas (Mufioz Jauregui et al., 2007), con diferentes actividades como el apoyo mecanico,
la atracciobn de animales polinizadores y la proteccién contra la radiacién ultravioleta,
patégenos y depredadores (Walter y Marchesan, 2011), siendo secretados como mecanismo
de defensa a condiciones de estrés (Mufioz Jauregui et al., 2007). Debido a su papel como
antioxidantes, protegen los constituyentes celulares contra el dafio oxidativo y, por lo tanto,
limitan el riesgo de diversas enfermedades degenerativas como cierto tipo de cancer, las

enfermedades cardiovasculares, diabetes y osteoporosis (Scalbert et al., 2005).

Esta actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a sus propiedades redox, las
mismas que desempefian un papel muy importante en la absorcién y neutralizacion de

radicales libre en la descomposicion de peroxidos (Porras y Lépez, 2009).

Quimicamente se pueden definir a los compuestos fendlicos como sustancias que poseen un
anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilo, incluyendo a sus derivados funcionales
y van desde moléculas fendlicas simples hasta compuestos altamente polimerizados como

los taninos (ver tabla 1) (Balasundram, Sundram, y Samman, 2006; Porras y L6pez, 2009).

Tabla 1. Clasificacion de compuestos fenélicos en plantas.

Estructura quimica Tipo Ejemplo
Ce Fenol simple Eugenol
Ce—Cq Acido fendlico Acido  galico
Acido benzoico Acido elagico
(Ce—Cn Taninos hidrolizables
Ce—C, Acido fenil acético
Ce — C3 Acido hidroxicinamico ~ Acido cafeico
Cumarinas Acido ferulico
(Ce — C3), Lignanos
Cqe—Ci—Cq Benzofenonas
Xantanos
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Ce—C, —Cq Estilbenos Resveratrol

Cqe—C;—Cq Flavonoides Antocinaninas

Flavonoles
Flavonas
Flavanonas
Isoflavonas
Flavanoles

Chalconas

Co—C3—Ce)n Proantocianinas
(taninos
condesados)

Fuente: Garcia, Ferndndez, y Fuentes (2012)
Elaboracién: Garcia, Fernandez, y Fuentes (2012)

1.3 Extraccién de compuestos fenolicos

Las técnicas de extraccion se han investigado ampliamente para obtener compuestos
naturales valiosos de las plantas para su comercializacion (Wang y Weller, 2006). Comprende
el primer paso crucial en el andlisis de plantas, porque es necesario extraer sus componentes
quimicos deseados, para asi obtener una mayor separacion y caracterizacion. La operacion
bésica incluia etapas, como el prelavado, secado, molienda para obtener una muestra
homogénea y, a menudo, mejorar la cinética de la extraccion analitica y también aumentar el
contacto de la superficie de la muestra con el sistema de solvente (Sasidharan et al., 2011).
Existen diferentes métodos para la extraccién de este tipo de compuestos, desde técnicas
tradicionales como la extraccion Soxhlet y la maceracion, hasta técnicas mas desarrolladas
como la extraccion con fluido supercritico, extraccion por ultrasonido, extraccion mediante

liguidos presurizados, extraccion por microondas, etc (Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016) .

El rendimiento cuantitativo y cualitativo de la extraccion depende en gran medida de la
polaridad del disolvente utilizado (Capriotti et al., 2014); el etanol en sus mezclas con agua en
diferentes proporciones como solventes de extraccidbn no es toxico y puede reutilizarse
después de su recuperacion lo que genera practicamente cero residuos, por lo tanto, el etanol
se puede considerar como un solvente ambientalmente seguro (Amyrgialaki, Makris,

Mauromoustakos, y Kefalas, 2014).

La maceracién consiste en remojar los materiales vegetales -gruesos o en polvo- en un
recipiente tapado con un disolvente y se deja reposar durante un periodo minimo de 3 dias
con agitacion frecuente. El objetivo del procesado es de suavizar y romper la pared celular de

la planta para liberar los fitoquimicos solubles (Descalzo y Sancho, 2008).



Existen estudios donde se ha aplicado la extraccion por maceracion, por ejemplo Narender y
Vikrant (2014), realizaron una extraccion en hojas de Psidium guajava L. utilizando solventes
etandlicos e hidroalcohdlicos (4:1v/v), los mismos que produjeron el mayor rendimiento de
extraccion con la méxima presencia de fitoconstituyentes -alcaloides, saponinas,
carbohidratos, taninos y flavonoides- en comparacién con otros solventes como el éter de
petréleo. , cloroformo y agua. Este Ultimo demostré tener una eficacia similar a la del etanol,

excepto que no habia rastro de alcaloides en los extractos de agua (Vongsak et al., 2013).

1.4 Radicales libres y antioxidantes

Los radicales libres se caracterizan como particulas moleculares que contienen electrones
impares, en su orbital mas externo lo que ocasiona que el electron de dicho orbital necesite
de otro para poseer una configuracion mas estable (Ali, Ahmed, Sakandar, y Khan, 2017);
debido a esto es que los radiales libres reaccionan avidamente con una molécula cercana con
el fin de eliminar su orbital incompleto, produciendo una desestabilidad de esta molécula, a su

vez volviéndola reactiva y asi producir reacciones en cadena (Fernandez y Bellén, 2000).

Antioxidante es cualquier sustancia que en presencia de un sustrato oxidable retrasa o inhibe
la oxidacion del mismo (Mataix y Battino, 2002), una molécula antioxidante puede reaccionar
con radicales libres Unicos y es capaz de neutralizarlos mediante la donacién de uno de sus
propios electrones, lo que termina con la reaccion de robo de carbonos (Sen, Chakraborty,
Sridhar, Reddy, y De, 2010).

El papel de los antioxidantes es el de disminuir o retardar reacciones de autoxidacion que
ocurren sobre diferentes sustratos (Raudoniateé et al., 2011) y éstos pueden actuar mediante
diversos mecanismos, por ejemplo: inhibiendo la oxidacion en su fase de inicio,
interrumpiendo la fase de propagacion, reduciendo la disponibilidad de catalizadores
metalicos, apagando los radicales libres y terminando las reacciones de la cadena radical
(Ramalho y Jorge, 2006).

Estos se clasifican en antioxidantes endégenos, que normalmente son bio-sintetizados por el

organismo y antioxidantes exdgenos, que se los obtiene mediante la dieta (Sanchez, 2013).

1.4.1 Mecanismos de accion
Los antioxidantes de acuerdo a su mecanismo de accion pueden ser clasificados en primario,

sinergista, removedores de oxigeno, bioldgicos y antioxidantes mixtos.

e Los antioxidantes primarios son compuestos fendlicos que inactivan los radicales libres
formados en la fase de iniciaciébn o propagacion de la reaccion, por medio de la

donacion de atomos de hidrogeno a estas moléculas, interrumpiendo la reaccion en
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cadena (Ramalho y Jorge, 2006). Los principales y mas conocidos de este grupo son:
los polifenoles, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), ter-butil-
hidroquinona (TBHQ) y propil galato (PG), que son sintéticos, y tocoferoles, que son
naturales (Singh, 2011).

e Los sinergistas son sustancias con poca o0 ninguna actividad antioxidante, que pueden
aumentar la actividad de los antioxidantes primarios cuando se utilizan en combinacién
adecuada con ellos (Avello y Suwalsky, 2006)

e Los removedores de oxigeno son compuestos que actian capturando el oxigeno
presente en el medio, a través de reacciones quimicas estables, volviéndolas no
disponibles para actuar como propagadores de la autoxidacion. El acido ascoérbico,
sus isémeros y sus derivados son los mejores ejemplos de este grupo (Ramalho y
Jorge, 2006)

¢ Los antioxidantes biolégicos incluyen varias enzimas, estas sustancias pueden
remover oxigeno o compuestos altamente reactivos de un sistema alimenticio
(Ramalho y Jorge, 2006).

e Los antioxidantes mixtos incluyen compuestos de plantas y animales que han sido
ampliamente estudiados como antioxidantes en los alimentos. Entre ellos estan varias
proteinas hidrolizadas, flavonoides y derivados de acido cinamico -acido cafeico-
(Parra y Navarrete, 2009) (Mataix y Battino, 2002).

1.5 Determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante

Generalmente estan involucradas multiples caracteristicas quimicas y fisicas tanto de los
oxidantes como antioxidantes y sus mecanismos de reaccion, asi como diferentes
localizaciones de fase, por tanto ningun ensayo individual reflejard con precision todas las
fuentes de radicales o todos los antioxidantes en un sistema; por lo que estos factores son
fundamentales en la seleccion de los métodos de ensayo apropiados. (Prior, Wu, y Schaich,
2005).

En varios ensayos para estimar capacidades antioxidantes en plantas y sus extractos se han
utilizado con frecuencia los siguientes métodos: ABTS (2,2-azinobis &acido 3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonico), DPPH (2,2-difenil-1-picrililhidracilo), FRAP (poder antioxidante

reductor férrico), junto con el ensayo de fenoles totales. (Thaipong et al., 2006).

En cuanto a la base de estos métodos, FRAP mide la capacidad de una muestra para reducir
metales, mientras que ABTS y DPPH miden la capacidad de eliminacion de radicales libres
de una muestra. Desde un punto de vista mecanico, en FRAP y ABTS hay una reaccion SET
(transferencia de electrones individuales), mientras que DPPH combina SET y HAT

(transferencia de atomo de hidrégeno). Otro aspecto es la aplicabilidad de cada uno de estos
10



ensayos, FRAP y ABTS se usan generalmente para medir la capacidad antioxidante de los
compuestos hidrofilicos, aunque se han sugerido algunas modificaciones para ABTS con el
fin de determinar la capacidad antioxidante de una muestra asociada con sus compuestos

lipofilicos (Pérez-Jiménez et al., 2008).

1.5.1 Fenoles totales
Este método es empleado para analizar compuestos fendlicos en distintos tipos de extractos
vegetales, el reactivo principal del ensayo es Folin-Ciocalteu (FC) que consiste de una mezcla
de acidos fosfomolibdico y fosfotingstico de color amarillo y es a partir de la mezcla de ambos
acidos que se producen iones de molibdato y tungsteno (Mufioz-Bernal et al., 2017), la
reaccion se lleva a cabo en un pH alcalino, en donde ocurre una disociacion de un protén del
compuesto fendlico generando un ion fenolato que reduce al FC (Garcia Martinez et al.,
2015),mediante una reaccion de tipo 6xido/reduccién dando lugar a una coloracion azul
susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm (Chen et al., 2015). (Ver

figura 2)
Ox-OH 0. O 0. O
Na,CO,
HO OH HO OH HO OH
OH 5 .

N .

KN_H /m\ /o HKO o
e N

N -

o/ 0 o/ \0_

Figura 2. Reaccion del método fenoles totales
Fuente: Mufioz-Bernal et al. (2017)
Elaboracién: Mufoz-Bernal et al. (2017)

1.5.2 ABTS
El método se fundamenta en que existe una reaccion de oxidacion del ABTS con persulfato
de potasio el mismo que genera un radical catibnico ABTSe++, que al interaccionar con el
antioxidante presente en la muestra, provoca una reduccion de la coloracion verde-azulado
de éste radical (ver figura 3) y es medida a una longitud de onda de 734 nm (Mesa-Vanegas
et al., 2015). El radical ABTS se puede disolver tanto en medio organico como acuoso; por lo
tanto, la actividad antioxidante se puede medir considerando la naturaleza hidrofilica o

lipofilica de los compuestos en la muestra (Alvarez-Gomez, 2016).
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Figura 3. Reaccion del método ABTS
Fuente: Konan, Tien, y Mateescu (2016)
Elaboracién: Konan, Tien, y Mateescu (2016)

1.5.3 DPPH
El radical libre DPPH es uno de los pocos radicales nitrogenados organicos estables, que
tiene un color parpura intenso. Esta disponible comercialmente y no tiene que generarse antes
del andlisis como ABTS (Prior et al., 2005); el ensayo utiliza el radical, el mismo que es
susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado
por la cesién de un atomo de hidrégeno proporcionado por el agente antioxidante (Guija,
Inocente, Ponce, y Zarzosa, 2015), lo que provoca una decoloracién a amarillo palido y por
ende una disminucién en la absorbancia (figura 4), éste proceso se evalla a una longitud de

onda de 515 nm.

Un parametro utilizado para evaluar la actividad antioxidante es AAI (indice de capacidad
antioxidante), y Scherer y Godoy (2009) consideraron en su investigacion que los extractos
de plantas muestran una actividad antioxidante pobre cuando AAIl <0.5, actividad antioxidante
moderada cuando AAIl entre 0.5 y 1.0, actividad antioxidante fuerte cuando AAIl entre 1.0 y
2.0, y muy fuerte cuando AAI> 2.0. Otro pardmetro ampliamente utilizado para medir la
actividad antioxidante es el ICso, que es la cantidad de extracto de plantas necesaria para
disminuir la concentracion inicial de DPPH « en un 50%. Cuanto menor es el ICso mayor es el
poder antioxidante (Roby, Sarhan, Selim, y Khalel, 2013). Segun Troya-Santos et al. (2017)
reportaron criterios de seleccion para extractos vegetales con base en el ICso evaluado frente
a DPPH; considerando de alto potencial antioxidante aquellos con valores menores a 30
pg/mL, con moderado potencial ubicados en un rango entre 30 ug/mL y 100 ug/mL y de bajo

potencial antioxidante aquellos con un ICso por encima de 100 pug/ml.
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Figura 4. Reaccién del método DPPH
Fuente: Liang y Kitts (2014)
Elaboracién: Liang y Kitts (2014)

1.5.4 FRAP
El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se utiliza para medir la capacidad
antioxidante en extractos, alimentos y bebidas, también para el estudio de la eficiencia
antioxidante de sustancias puras de frutas. En este método, el complejo férrico-tripiridiltriazina
(Fe lI-TPTZ) se reduce al complejo ferroso (Fe II-TPTZ) en presencia de un antioxidante y en
condiciones acidas. El complejo formado por esta reaccién tiene una coloracién azul intensa,

con una absorcion maxima a 593 nm (Moura et al., 2006; Sucupira et al., 2015). (Ver figura 5)

" e

+ antioxidamnie., antioxidanie

Fe () —_—
N
]
ETL )U .
[ Fe (l1I) l_"rIF’fTZ'_I2 | Fe (I} {TFTZ}2|
Azul claro Azul oscuro

Figura 5. Reaccién del ensayo FRAP
Fuente: Moura et al. (2006)
Elaboracién: Moura et al. (2006)

1.6 Antioxidantes més usados en alimentos

En la industria de los alimentos los antioxidantes més usados son los sintéticos y naturales.
Dentro de los primeros, los més utilizados son BHA, BHT, PG y TBHQ, éstos estabilizan los
radicales libres ocasionando una interrupcion en su fase de iniciacion o propagacion (Badui,
2010). El uso de éste tipo de antoxidantes esté restringido en varios paises, debido a los
posibles efectos negativos que pueden generar en la salud humana (Parra y Navarrete, 2009).
Es por esto que existe un interés creciente en los antioxidantes naturales, principalmente
preparaciones derivadas de plantas, potenciando la busqueda de moléculas alternativas de
origen natural con gran actividad y que no tengan efectos citotdxicos ni genotéxicos
(Raudoniuaté et al., 2011).
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2.1 Objetivo General: Contribuir al estudio de la biodiversidad ecuatoriana y sus usos

posteriores para la industria alimentaria.

2.2 Objetivo Especifico:
¢ Obtener cuatro tipos de extractos a partir de Simira ecuadorensis.
e Evaluar la capacidad antioxidante de cuatro extractos de Simira ecuadorensis

mediante cuatro métodos.
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3.1 Materia prima

Simira ecuadorensis (Standl.) Steyerm, Guapala, recolectada del cantén Zapotillo, barrio
Chamarango, de fincas junto al canal de riego (581871.03Me-9517838.43mS; elevacion
254m). Se sometié a un pretratamiento que abarco limpieza, secado empleando secador de

bandejas (DY-110 H) a 40°C por 10 horas y posteriormente se almacené en refrigeracion.

3.2 Proceso de obtencidn de extractos

Para la obtencion de los cuatro extractos primeramente se llevo a cabo la maceracién de las
hojas utilizando como solvente agua, etanol (97%), y etanol-agua (50:50%) en relacion -por
cada kilogramo de hojas 5 litros del solvente-. Se dejo reposar en refrigeracion en un recipiente
ambar por tres dias, y se filtr6 al vacio. Para los dos extractos con solvente etandlico se

procedié a evaporar el solvente utilizando un rotaevaporador a 40°C y 150 rpm y finalmente

se seco por liofilizacion. Para los dos extractos acuosos, uno de ellos se procedié a atomizar

utilizando BUCHI Mini Spray Dryer B-290 a 120 °C, flujo 70% y se empleé maltodextrina hasta

concentracion del 3% para aumentar la concentracion de sélidos totales y para el segundo
extracto se utilizd el liofilizador LABCONCO modelo 7754047, para lo cual la muestra tenia
gue estar previamente congelada (Jumbo, 2019). En la figura 6, se indica el procedimiento

gue se siguié.

Recolecciéon de hojas

Pretratamiento

Maceracion
|
Filtrado
P | Etanol (97%) y
Agua A Extracto Etanol-agua
| |
| | [
Atomizado Liofilizado Rotaevaporado — Liofilizado

Figura 6. Esquema de la investigacion
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora
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3.3 Determinacion de fenoles totales y actividad antioxidante

3.3.1 Fenoles Totales
El contenido de fenoles totales se realiz6 empleando el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, descrito por Thaipong et al. (2006) con modificaciones de Figueroa et al. (2018).
Los extractos liofilizado y atomizado se analizaron en una concentracion de 5000 ppm diluidos
en agua, mientras que etanol y etanol-agua en concentraciones de 2000 y 2500 ppm
respectivamente diluidas en el mismo solvente de extraccion. Las lecturas se realizaron por
triplicado en una microplaca de 96 pocillos y se midid6 su absorbancia a 760 nm en un
espectrofotbmetro de microplacas Biotek. Posterior a lo cual se realizaron los calculos
correspondientes (anexo 2). Los resultados se expresan como miligramos equivalentes de

acido galico (mg EAG/g BS). En la figura 7 se indica el procedimiento que se aplico.

a) Lecturade muestra b) Preparacion de estandares
I
4_
Tomar 10 pl de muestra — Co: 5 pg/ml <
|
Adicionar 100 pl de agua destilada Co: 25 pg/ml < E
' Co: 50 pg/ml +—— Solucion S
~ . madre T
Anadir 10 pl de Folin Ciocalteu L
Co: 100 pg/mi<— acido A
| — galico — N
Agitar y dejar reaccionar por 10 minutos Co: 150 pg/ml€e—— D
Co:1000 A
' Co: 200 pg/mi<e—-1 ug/mi R
Afadir 80 pl de Na,CO; (7,5%) E
| Co: 250 pg/mle—— S
Agitar y dejar reaccionar por 2 horas en —Co: 300 pg/mle——-

la oscuridad
|
Leer a 760 nm

Para la lectura se sigue el mismo procedimiento de la muestra

Figura 7. Procedimiento para la cuantificacion de fenoles totales. a) Procedimiento para lectura de las muestras. b)
Procedimiento para preparacion de estandares.

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La autora

3.3.2 ABTS
La decoloracion del radical ABTSe+ se midi6é segun el procedimiento basado en el método
descrito por Thaipong et al. (2006) con algunas modificaciones. Los cuatro extractos se
analizaron en una concentraciéon de 833 ppm diluidos en el mismo solvente con el que se
realizo la extraccion. Las lecturas se realizaron por triplicado y se midi6 la absorbancia a 734
nm usando un espectrofotdmetro UV visible Thermo Scientific. La curva estandar es lineal

entre Trolox 25 y 600 uM. Posterior a lo cual se realizaron los calculos correspondientes
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(anexo 4). Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de trolox por gramo
de extracto (umol ET/ g BS). En la figura 8 se indica el procedimiento que se aplico.

a) Preparacion de solucion madre y trabajo b) Preparacion de estandares

Solucién madre (SM)
|

Solucién ABTS 7,4 mM + Persulfato de [Co: 15,5 umol  <+——
potasio 2,6 mM (relacion 1:1). .

Reaccionar por 12horas Co: 77,51 ymol <— E
S
| Co: 155,02 pmol Solucién e
Solucién de trabajo (ST) ) madre A
| Co: 232,53 umol <4+— Trolox || N
Co: D

Co: 310,04 umol <+—
Mezclar 1 ml de SM por cada 60 ml de H 968,88 A
MeOH Co: 387,55 ymol +—— umol E
| Co: 465,06 pmol <—— S

Medir absorbancia a 734 nm Co: 542,57 umol <

| Para la lectura se sigue el mismo procedimiento de la muestra

Ajustar la absorbancia a 1,20 = 0,02

/\

>1,20 agregar < 1,20 agregar
MeOH SM
c) Lecturade muestra <«

Tomar 50 pl de muestra
I

Adicionar 950 ul de ST
I

Dejar reaccionar por 1 hora en la
oscuridad

Leer a 734 nm

Figura 8. Procedimiento para la cuantificacion de capacidad antioxidante por el método ABTS. a) Procedimiento
para preparar solucion madre y de trabajo b) Procedimiento para preparacion de estandares. c) Procedimiento
para lectura de las muestras.

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La autora

3.3.3 DPPH
La actividad antioxidante de las muestras y los estandares se determindé mediante el método
de la actividad de captacion de radicales utilizando el radical DPPH utilizando el método

descrito por Scherer y Godoy (2009) con algunas modificaciones. Se afiadieron en una
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microplaca de 96 pocillos 8 pl de cada extracto a diferentes concentraciones y se agregd 292
ul de una solucion metandlica DPPH. Las absorbancias de las muestras se midieron a 516
nm. El ICs, (concentracién que proporciona una inhibicién del 50%) se calcul6 graficamente
mediante la ecuacion de regresién lineal entre la concentracion del extracto frente al efecto
de eliminacion correspondiente (anexo 5). Y la actividad antioxidante se expres6 como el

indice de actividad antioxidante (AAl), calculado de la siguiente manera:

AAl = Concentracion final de DPPH (ug.ml™ ")
ICso(ng.mi™)

Ecuacion 1. indice de actividad antioxidante
Fuente: Scherer y Godoy (2009)
Elaboracion: Scherer y Godoy (2009)

En la figura 9 se indica el procedimiento que se aplicé.

a) Preparacion de solucién patrén y trabajo c) Preparacién de estandares
[Co: 1,97 pg/ml  €——

Solucién patrén (P)
I

Pesar 11,83 mg de DPPH y aforar a 50 Co: 2,76 ug/ml €
ml de EtOH (0,6 mM)

Co: 2,36 ug/ml  €—

Co: 3,15 ug/ml  <—

| Co: 3,54 ug/ml  €+— B
Solucidn de trabajo (ST) Solucion
| Co: 3,94 pg/ml  <4— madre
Tomar 2,5 ml de P y aforar 25 ml de Co: 7,88 pg/ml 4 Co: 236
EtOH (0,06 mM) Hg/ml
Co: 11,82 pg/ml  €—
Co: 15,77pg/ml  ¢—
c) Lecturade muestra <
Co: 19,71 pg/ml  4—
Tomar 8 pl de muestra (diferentes Co: 23,65 pg/ml <+

concentraciones de los extractos)

Adicionar 292 pl de ST

Leer a 516 nm

[Co: 27,60 pg/ml

Para la lectura se sigue el mismo procedimiento de la muestra

Figura 9. Procedimiento para la cuantificacion de capacidad antioxidante por el método DPPH. a) Procedimiento para
preparar solucién patrén y de trabajo. b) Procedimiento para preparacién de estandares. c) Procedimiento para lectura
de las muestras.

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La autora

3.3.4 FRAP
Para medir la capacidad antioxidante se midié segun el procedimiento basado en el método

descrito por Thaipong et al. (2006) con algunas modificaciones. Los cuatro extractos se
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analizaron en una concentracion de 833 ppm diluidas en el mismo solvente de extraccion. Las

lecturas se realizaron por triplicado y se midié la absorbancia a 593 nm usando un

espectrofotdmetro UV visible. La curva estandar es lineal entre Trolox 25 y 800 uM. Posterior

a lo cual se realizaron los célculos correspondientes (anexo 3). Los resultados se expresaron

como micromoles equivalentes de trolox por gramo de extracto (umol ET/ g BS). En la figura

10 se indica el procedimiento que se aplicé.

b) Preparacién de solucién de trabajo

A) Buffer acetato (pH 3,6)
|

Pesar 310 mg de acetato de sodio + 1,6
ml de acido acético y aforar con agua
destilada en balon de 100 ml.

I
B) Solucion TPTZ (10 mM)

-
Pesar 78 mg de TPTZ y aforar a 25 ml
con HCI 40 mM.

C) Solucion cloruro férrico (20 mM)

Pesar 125 mg de cloruro férrico aforar a
25 ml con agua.

D) Solucién de trabajo (ST)

Mezclar solucién A, B, C relacién 10:1:1

c) Lecturade muestra

Tomar 50 pl de muestra
I

Adicionar 950 pl de ST
I

Dejar reaccionar por 30 minutos en la
oscuridad

Leer a 593 nm

[ C

Co
Co
Co
Co

Co

d) Preparaciéon de estandares

0: 15,5 pmol

Co: 77,51 pumol

: 155,02 pmol
: 232,53 umol
: 310,04 pmol
: 387,55 umol
: 465,06 umol

: 542,57 pmol

Solucién
madre
Trolox

Co:
968,88
umol

['.DI'I'IJU)>UZ)>—IU’JITI’

Para la lectura se sigue el mismo procedimiento de la muestra

Figura 10. Procedimiento para la cuantificacién de capacidad antioxidante por el método FRAP. a) Procedimiento
para preparar solucién de trabajo. b) Procedimiento para preparacion de estandares. ¢) Procedimiento para lectura

de las muestras.
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora
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3.4 Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos por triplicado se expresaron como la media + la desviacion estandar
y se analizaron estadisticamente utilizando el programa Minitab 16, mediante un andlisis de

varianza, ANOVA, y un test de rango multiple, Tukey, con un nivel de confianza del 95%.

22



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

23



4.1 Cuantificacién de Fenoles Totales y actividad antioxidante

En la presente investigacion se analizaron cuatro extractos obtenidos a partir de Simira
ecuadorensis evaluando su capacidad antioxidante mediante cuatro métodos: ABTS, FRAP,
DPPH y fenoles totales.

4.1.1 Fenoles Totales
En la figura 11, se indican los resultados obtenidos referentes a la concentracion de fenoles
totales evaluados por el método Folin-Ciocalteu, donde se puede observar que hubo una
diferencia estadistica entre los cuatro extractos; mientras que el extracto que presenté una
cantidad significativamente mayor fue en el que se emple6 etanol-agua como solvente para
su extraccion seguido por los acuosos —liofilizado y atomizado- y finalmente etanol. Este
comportamiento también fue reportado por Alothman et al. (2009) y Jakopi€ et al. (2009), que
encontraron que las soluciones acuosas con etanol se usan comdnmente para la extraccion
de materiales vegetales y que son mejores que un sistema compuesto por un Unico solvente,
con lo que se consigue una extraccién mas eficiente disolviendo una amplia gama de fenoles
obteniendo mezclas mas complejas de este tipo de compuestos que con los solventes puros.
Por otro lado, referente a los extractos acuosos, se obtuvo mayor contenido fendlico con el
extracto liofilizado que en el atomizado. Sogi et al. (2013) en su investigacion concluye que
existe una disminucién en las propiedades antioxidantes al usar técnicas que implican altas
temperaturas de secado. Esta disminucién podria deberse al efecto del calor sobre los
compuestos responsables de las propiedades antioxidantes como los compuestos fendlicos,
por lo que el extracto liofilizado podria ser un mejor proceso para retener propiedades

antioxidantes.

a) Extracto etandlico Simira ecuadorenis  IEEEEEEEEEEENNNNNE- 3 46

b) mejoranda I 50—

b) salvia I 5 95—
c) Hinojo I 6,76

c) Mostaza I, 62

b)Tomillo | 8- 10—
c) Jengibre seco =91 90
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Concentraciéon mg eag/g BS

Figura 11. Fenoles totales extraibles en extractos de algunas plantas.
Fuente: a) Rondon et al. (2018). b) Roby et al. (2013). c) Lu et al. (2011)
Elaboracion: La autora
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Asi también, en la figura 11 se muestra una comparacion de los resultados obtenidos frente a
un estudio previo realizado por Rondén etal. (2018) que es el primer informe sobre la
composicion quimica del extracto alcohdlico de Simira ecuadorensis que muestra una
abundante presencia de alcaloides, que est4 de acuerdo con las especies de Rubiaceae,
mientras que se observo taninos, flavonoides, quinonas, antraquinonas, terpenos y saponinas
en menor proporcion. Asi como también se evaluo fenoles totales obteniendo un valor de 3,46
+ 0,18 mg eag/g BS que es mayor al de la experimentacion con el mismo solvente, esto puede
deberse a que la planta de esta investigacion se la recolecto en la provincia del Guayas y que
como metodologia aplicaron una extraccion con soxhlet que difiere de la utilizada en el
presente trabajo; sin embargo en los extractos atomizado, liofilizado y etanol-agua presenté
valores superiores.

Por otro lado, Roby et al. (2013), en su investigacion evaluaron la concentracion de
compuestos fendlicos en extracto metandlico de 3 muestras en donde el tomillo exhibi6 la
mayor capacidad antioxidante seguida de salvia y luego de mejorana. Por otro lado segun Lu
et al., 2011, evaluaron fenoles totales a varias especias como jengibre seco, mostaza e hinojo
que se encuentran en niveles moderados de fenoles. En el presente trabajo, el extracto que

se podria considerar con un nivel moderado de contenido fendlico es el extracto etanol-agua.

4.1.2 DPPH (AAIl)
Segun la clasificacién considerada en la investigacion de Scherer y Godoy (2009) los extractos
etanol-agua y etanol muestran una actividad antioxidante moderada; por otro lado los
extractos liofilizado y atomizado son significativamente iguales y se consideran que poseen

actividad antioxidante pobre.

En la figura 12 se puede observar que no existe diferencia estadistica entre los valores de ICso
de los extractos etanol-agua y etanol, mientras que el extracto que presenté una cantidad
significativamente menor fue el extracto etanol-agua y segun el criterio reportado por Troya-
Santos et al. (2017) se considera con alto potencial antioxidante, seguido por etanol con
moderado potencial y con bajo potencial antioxidante los extractos acuosos. Ademas por lo
general, un mayor contenido de fenoles conduce a una mejor actividad captadora de DPPH
(Ebrahimzadeh et al., 2010).
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o) woringa o)
o) ke ascsrico |
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0 10 20 30 40 50 60
IC50 (ug/ml)

Figura 12. ICso en extractos de moringa, BHT y acido ascérbico.
Fuente: a) Rababah et al. (2010). b) Sohaimy et al. (2015)
Elaboracion: La autora

De igual manera, en la figura 12, se presenta una comparacion de los resultados obtenidos
en el presente trabajo frente a resultados de las hojas de moringa, de un antioxidante sintético
(BHT) y &cido ascarbico como antioxidante natural. Sohaimy et al. (2015), en su investigacion
utilizaron el BHT como control, con un valor que es similar al 4cido ascorbico y al extracto
etanol-agua, considerandose con un alto potencial antioxidante. Por otro lado, Rababah et al.
(2010), reportaron que el extracto etandlico de las hojas de moringa mostraron una actividad
antioxidante moderada, cuyo valor se encuentra por encima al obtenido en el extracto

etandlico de Simira ecuadorensis en la experimentacion.

4.1.3 FRAP

En la figura 13 se puede observar que el extracto etanol-agua presentd un valor
significativamente mayor que el resto de extractos, ademas se observa que no hubo diferencia
estadistica entre los resultados de los extractos etanol y liofilizado, liofilizado y atomizado.
Observando la figura 13 y considerando la clasificacion expuesta anteriormente por Lu et al.
(2011), se puede indicar que los cuatro extractos obtenidos en este trabajo demuestran tener
una baja capacidad antioxidante (CA) por este método si se lo compara con el laurel (alta CA),
el jengibre seco (moderada CA), el hinojo y comino (baja CA).
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a) Comino [ 68,7
a) Hinojo IINEGEGE 72,4
a)jengibre seco |GG 157,95

a) laurel |+ 504,25

0 100 200 300 400 500 600
uM ET/g extracto

Figura 13. Capacidad antioxidante por el método FRAP de algunas especias.
Fuente: a) Lu et al. (2011).
Elaboracion: La autora

4.1.4 ABTS
En la figura 14, se indica que el extracto que present6 una cantidad significativamente mayor
fue el liofilizado, seguido por los extractos etanol-agua, atomizado y etanol; ademas se
observa que hubo diferencia estadistica entre los cuatro extractos obtenidos en la
experimentacién. La actividad antioxidante se correlaciona positivamente con el contenido
total de polifenoles (Vamanu, 2012). Ademas existen estudios que afirman que la aplicacién
de procesos de liofilizacién tienen la capacidad de aumentar y preservar la CA de los extractos
considerandolo como un valor agregado para la conservacién de muestras y que permite
obtener extractos en polvo que se pueden usar como ingrediente (Bravo et al., 2013; Souza,

Marques, Gomes, y Narai, 2015).

Estos valores se compararon con especias reportadas en los trabajos de investigacion
realizados por Lu, Yuan, Zeng, y Chen, (2011) y Przygodzka et al. (2014), cuyos resultados
fueron Utiles para clasificar las especias en grupos con alta CA (anis estrellado), moderada
(jengibre seco) y baja capacidad (culantro). Estos valores se indican en la figura 14, por lo que
se puede decir, que los extractos liofilizado, etanol-agua y atomizado se encuentran con una

actividad antioxidante moderada y con actividad baja el extracto etandlico.
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a) jenjibre seco - 75,66

b) culantro I-I 14,1
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Figura 14. Capacidad antioxidante por el método ABTS en extractos de algunas especias.
Fuente: a) Lu etal. (2011). b) Przygodzka et al. (2014)
Elaboracion: La autora
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CONCLUSIONES

Se determin6 que el extracto etanol-agua obtuvo los mejores resultados en los cuatro
métodos evaluados en cuanto a su actividad antioxidante y fenoles totales, lo que sugiere
gue este extracto hidroalcohdlico podria ser una potencial fuente rica en antioxidantes
naturales para su uso posterior en la industria alimentaria.

Se observd que en los solventes acuosos los mejores resultados se obtuvieron por el
método de liofilizacién que por atomizacién debido al efecto del calor sobre la disminucion
de los compuestos responsables de las propiedades antioxidantes, por lo que el método

de liofilizado es un mejor proceso para retener mayores propiedades antioxidantes.
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RECOMENDACIONES

Aplicar los extractos obtenidos de Simira ecuadorensis en una matriz alimentaria y evaluar
la efectividad como antioxidante natural para su aplicacion en la industria alimentaria.

Como complemento, evaluar el poder antibacterial y realizar un analisis fitoquimico de los
extractos obtenidos de Simira ecuadorensis, con el fin de conocer el potencial biol6gico y

los metabolitos secundarios responsables de su actividad antioxidante.
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Anexo 1.- Rendimientos de extracciéon

En la tabla 3 se indican los rendimientos de extraccién de cada extracto tomando como
referencia el peso de hojas frescas.

Métodos d? extraccion Cantidad de extracto Rendimiento (%)
de Simira

ecuadorensis obtenido (g)

Atomizado (Hz20) 87,06 17,41
Liofilizado (H20) 75,87 15,17
Etanol-agua 58,06 11,61
Etanol 24,5 4,9
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