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RESUMEN

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de conocer el contenido fendlico y capacidad
antioxidante de las hojas de Piper carpunya (guaviduca). Las hojas se las recolecté en el
barrio Celén, parroquia rural Gualel perteneciente a la provincia de Loja, fueron secadas (40°C
por 11 horas) y trituradas manualmente (5-10 mm), luego por un periodo de tres dias se
macero de forma estatica para la obtencion de los extractos acuosos (atomizado vy liofilizado),
etandlico y etanol-agua. El contenido de fenoles totales se determin6 mediante el método
Folin-Ciocalteu y para la capacidad antioxidante se emplearon los métodos: DPPH, FRAP y
ABTS; el extracto que manifesté mayor contenido fendlico y actividad antioxidante fue etanol-
agua en todos los métodos realizados. A través de los resultados se pudo comprobar que
Piper carpunya presenta un gran potencial para ser considerado como fuente de antioxidantes

naturales y ser usado en la industria alimentaria.

Palabras claves: guaviduca, antioxidante, contenido fendlico, capacidad antioxidante.



ABSTRACT
This work was carried out in order to know the phenolic content and antioxidant capacity of the
leaves of Piper carpunya (guaviduca). The leaves were collected in the neighborhood Celén,
Gualel rural parish belonging to the province of Loja, were dried (40 ° C for 11 hours) and
crushed manually (5-10 mm), then for a period of three days it was slaughtered static form to
obtain aqueous extracts (atomized and lyophilized), ethanol and ethanol-water. The total
phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method and for the antioxidant
capacity the methods were used: DPPH, FRAP and ABTS; the extract that showed the highest
phenolic content and antioxidant activity was ethanol-water in all the methods performed.
Through the results it was found that Piper carpunya has great potential to be considered as a

source of natural antioxidants and be used in the food industry.

Keywords: guaviduca, antioxidant, phenolic content, antioxidant capacity



INTRODUCCION
Desde la antigiiedad las plantas han formado parte de la vida del ser humado y han
desempefiado un papel fundamental para suplir las necesidades basicas de los mismos (Celis
et al., 2008; Martinez y Leyva, 2014). Con el paso del tiempo se ha despertado el interés de
muchos investigadores por conocer y profundizar los conocimientos sobre plantas y sus usos

en las diferentes ramas de la ciencia.

A medida que el consumo de productos alimenticios ha variado, la industria de alimentos se
encuentra en constante basqueda de nuevas alternativas que satisfagan los intereses del
consumidor, las cuales se enfocan no solo en cualidades organolépticas sino también que
sean inocuos, nutricionalmente adecuados y principalmente presenten efectos benéficos para
la salud (Rojano, Gaviria, y Saez, 2008; Rufino et al., 2010), razén por la cual se ha fortalecido
el estudio de los antioxidantes debido a su accion de proteccién al organismo de los radicales
libres y con ello el de especies vegetales ya que es el componente principal de las plantas

(Gutiérrez, Ledesma, Garcia, y Grajales, 2007).

Con el fin de brindar un aporte al estudio de antioxidantes de origen natural, se utilizaron hojas
de guaviduca (Piper carpunya), que son ampliamente utilizadas en el Ecuador, principalmente
en comunidades del sur del pais debido a sus propiedades antisépticas, antifingicas,
estimulantes y relajantes, para aliviar colicos menstruales, estomacales, Ulceras gastricas,

inflamaciones y controlar la diarrea (Pozo et al., 2016).

En el primer capitulo se encuentra informacion sobre la guaviduca, antioxidantes, radicales
libres, método de extraccion y de cuantificacion de fenoles y actividad antioxidante. En el
segundo capitulo encontramos los objetivos planteados para la presente investigacion, los
mismos que se centran a la obtencidn de cuatro extractos y evaluar el contenido fendlico y
capacidad antioxidante. Asi también, en el capitulo 3, se describen los materiales y métodos
utilizados para alcanzar los objetivos propuestos, mientras que en el capitulo 4, se presenta 'y

discuten los resultados obtenidos. Finalmente las conclusiones y recomendaciones.

Este proyecto de fin de titulacion, busca fomentar el conocimiento sobre la guaviduca debido
a los escasos estudios que hay de esta especie y sus posibles usos como alternativa de

antioxidante natural para la industria de alimentos.
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1.1 Generalidades

El ser humano ha hecho siempre uso de las plantas para suplir necesidades basicas como
alimento, medicina, vivienda, vestido e incluso en actos rituales (Celis et al., 2008; Martinez y
Leyva, 2014). Se estima que el 80% de la poblacién ecuatoriana depende de la medicina
tradicional y por consiguiente de las plantas o productos naturales (Gallegos-zurita, 2017).
Ecuador es considerado uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo y la flora del

sur es considerada entre las mas ricas y diversas (Lozano, 2014).
1.2 Familia Piperaceae

Se desconoce el origen de esta familia y se la considera muy primitiva dentro de las
Dicotiled6neas, comprende a hierbas, arbustos, arboles y aromaticos (Lazaro, 1998). Se le
atribuye alrededor de 14 géneros y 1950 especies en todo el mundo, siendo los géneros mas
abundantes el Piper y Peperomia, con alrededor de 700 y 600 especies, respectivamente
(Parra, Delgado, y Cuca, 2011; Ramirez, Cartuche, y Morocho, 2013).

La gran abundancia del material vegetal y la diversidad de uso de esta planta, motiva a

investigadores a profundizar en el estudio de la familia Piperaceae (Calle, 1983).

1.2.1 El género Piper.

El género Piper es el mas representativo dentro de la familia Piperaceae; es una de las familias
mas grandes e importantes, debido a su elevado grado de contribucion econémica, por sus
aplicaciones a nivel alimenticio, industrial y medicinal (Parra et al.,, 2011). Se estima que

existen 700 especies aproximadamente (Dorman y Deans, 2000).

Las especies de este género se usan ampliamente como condimento (Celis et al., 2008) y en
la medicina tradicional para prevenir dolores estomacales, contra parasitos, fiebre, gripe, etc
(Ramirez et al., 2013; Y. Sanchez, Pino, Correa, Naranjo, y Iglesia, 2009). Segun Sanchez et
al. (2009), mencionan que los metabolitos secundarios encontrados en extractos de esta
planta muestran actividad fungicida, insecticida, estimulante y bactericida, ademas sus aceites
esenciales inhiben el crecimiento de un amplio grupo de microorganismos que causan

infecciones en el hombre, plantas y animales.

1.2.1.1 Piper carpunya (Guaviduca).

Dentro del género Piper, se encuentra Piper carpunya, conocida cominmente como
guaviduca; es un arbusto de 2 a 6 metros de altura, se encuentra principalmente en los Andes

y en la Amazonia (Mendoza, Linares-Palomino, y Peter, 2006), sus hojas son ampliamente
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utilizadas en el Ecuador, principalmente en comunidades del sur del pais, para contrarrestar
enfermedades dérmicas, aunque es muy frecuente también utilizar el zumo vy la infusion de
sus hojas en desinfecciones por las propiedades antisépticas, antifiingicas, estimulantes y
relajantes que posee, para aliviar célicos menstruales, estomacales, Ulceras gastricas,

inflamaciones y controlar la diarrea (Pozo et al., 2016).

Figura 1. Hoja de Piper carpunya
Fuente: Yanez, (2012)
Elaboracion: Yéanez, (2012)

1.3 Antioxidantes y radicales libres

Los antioxidantes son compuestos que interactian con los radicales libres, uniéndose a los
mismos para neutralizarlos (Avello y Suwalsky, 2006); son capaces de prevenir o retardar la
oxidacién de otras moléculas (Valencia y Marin, 2003). Los radicales libres son atomos que
tienen un electron desapareado o libre, y debido a esto son muy reactivos ya que tienden a
captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica
(Avello y Suwalsky, 2006; Saavedra et al., 2010). Una vez que el radical libre ha conseguido
sustraer el electrdon que necesita, la molécula que se lo cede pierde su estabilidad y se
convierte a su vez en un radical libre, iniciAndose asi una verdadera reaccién en cadena
(Avello y Suwalsky, 2006), Cuando se tiene un exceso de formacion de radicales libres sin
neutralizacion, es cuando comienza a producir dafios (Morales Del Rio, Gutiérrez Lomeli,
Guerrero Medina, y Lizette Del Toro Sanchez, 2015), favoreciendo el desarrollo de
enfermedades cronicas como el cancer, diabetes, asma, acelera el envejecimiento, etc., (F.
Jaramillo y Valdivia, 2016).

Los vegetales son fuente de antioxidantes naturales, también existen los elaborados por la

industria que son considerados sintéticos (Castro y Parada, 2016). Los naturales son
6



compuestos utilizados empiricamente desde la antigiiedad (Pokorny, Yanishlieva, y Gordon,
2001), pueden ser hidrosolubles y liposolubles, interrumpen la cadena de formacion de
radicales libres, inhiben o impiden la formacion de oxigenos libres e inactivan los metales pro-
oxidativos (Gonzélez, 2010). Los principales compuestos son: fendlicos (tocoferoles,
flavonoides y &cidos fendlicos), nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila,
aminodacidos y aminas) o carotenoides (Mesa et al., 2010; Velioglu, Mazza, Gao, y Oomah,
1998). Estos compuestos se pueden encontrar en oleaginosas, cereales, hortalizas, frutas,

hojas, cortezas, raices y hierbas (Abdalla, Darwish, Ayad, y El-Hamahmy, 2007).

Por otra parte, los antioxidantes sintéticos mas utilizados son compuestos fendlicos como
butil-hidroxitolueno (BHT), butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroquinona terciaria (TBHQ),
ésteres de 4cido galico como el galato de propilo (PG) y el galato de dodecilo (DG) (Pokorny
et al., 2001), los mismos que han sido utilizados desde principios del siglo (Velioglu et al.,
1998), con el fin de extender la vida util de los alimentos (Villanueva, Rodriguez, Aguirre, y
Castro, 2017). Sin embargo, se estan imponiendo restricciones sobre el uso de estos
compuestos por ser toxicos y cancerigenos (Elhassaneen, El-waseef, Fathy, y Sayed, 2016;
Velioglu et al., 1998). Roncancio, Jairo, Latorre, y Maria (2015), mencionan que el BHT se

asocia con la presencia de asma, edemas alérgicos, rinitis y urticaria.
1.4 Extraccion de antioxidantes

La extraccion es el paso inicial en el aislamiento de componentes bioactivos a partir de
materiales vegetales (Spigno, Tramelli, y Faveri, 2007). De forma general se consideran dos
tipos de extraccion con disolventes: extraccion liquido-liquido y extraccién solido-liquido

(Spigno et al., 2007); en este caso mencionaremos el segundo tipo de extraccion.

1.4.1 Extraccién sélido-liquido.

Consiste en la extraccion de compuestos de muestras solidas utilizando disolventes, el liquido
penetra en los poros del sélido, disolviendo los componentes a extraer (extraccion fisica), o
entrar en reaccion con ellos (extraccioén quimica), la sustancia que pasa a la disolucién, o el
producto de la reaccion se difunde hacia la superficie del cuerpo sélido y pasa a la masa
fundamental del liquido (A. Duefas, Alcivar, Sacon, Bravo, y Villanueva, n.d.). Depende de
factores como: naturaleza, tamafio de particula y contenido de humedad de la muestra, y

también de la selectividad y cantidad de solvente.



1.4.2 Disolventes de extraccion.

Existe una gran cantidad de disolventes utilizados para la extraccion de antioxidantes, entre
los mas utilizados se encuentran: etanol, metanol y acetona, y sus mezclas con agua en
diferentes proporciones, sin embargo no existe un disolvente definido (Soto y Rosales, 2016;

Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, y Hawkins, 2006).

Las propiedades quimicas como polaridad y pH y otros parametros como temperatura y
tiempo de extraccion de un solvente son importantes no solo para incrementar la selectividad
de los componentes extraidos, sino también para mejorar el rendimiento de la extraccion

(Beltran, Morris, Reynaldo de la Cruz, Quevedo, y Bermudez, 2013; Diem et al., 2013).

Soto y Rosales (2016), mencionan que existe una tendencia de disminucion de sélidos
extraibles conforme se aumenta la concentraciébn de etanol, y a su vez las soluciones
hidroalcohdlicas mejoran el proceso de extracciéon de compuestos fendlicos (Alothman, Bhat,
y Karim, 2009).

1.5 Determinacién de actividad antioxidante

Existe un sinnimero de métodos para determinar la actividad antioxidante, entre las que se
encuentran las técnicas espectrofotométricas (Rock y Brunswick, 2005). Debido a los
multiples mecanismos de reaccion, un método de evaluacion de antioxidantes no es suficiente
para analizar las fuentes de radicales libres y los antioxidantes presentes (Prior, Wu, y
Schaich, 2005).

Los antioxidantes inhabilitan a los radicales por dos mecanismos de reaccion: Reaccién de
transferencia de un electrén (SET) o de transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT) (Prior
et al., 2005). El primero mide la capacidad reductora de los antioxidantes mientras que el HAT

cuantifica la capacidad de ceder atomos de hidrégeno (Huang, Ou, y Prior, 2005).

Los métodos comunmente utilizados para determinar la capacidad antioxidante son: DPPH,
FRAP, ABTS, y el ensayo de fenoles totales (Thaipong et al., 2006).

1.5.1 Fenoles totales.

El ensayo Folin-Ciocalteu (FC), se ha usado durante muchos afios como una medida del
contenido en compuestos fendlicos totales en productos naturales (Prior et al., 2005). Este
método consiste en la reaccion entre el reactivo de Folin Ciocalteu de color amarillo y los
grupos fendlicos, lo cual produce un complejo de color azul con maxima absorcion a 725 nm.

La disociacion de un protén fendlico da lugar a un anién fenolato, que es capaz de reducir el
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FC, formando complejos azules independientes de la estructura de los compuestos fendlicos
(Huang et al., 2005), este método se puede monitorear a una longitud de onda de 745-750 nm
(Prior et al., 2005). Ademas, se ha encontrado que el método de FRAP y el método de FC
muestran alta correlacion (Restrepo, Narvdez, y Restrepo, 2009). La figura 2, muestra la

reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu.

Mo (VI) @marilioy + € = Mo (V) (azu)

Figura 2. Reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu
Fuente: Huang et al.,(2005)
Elaboracion: Huang et al.,(2005)

1.5.2 DPPH.

Este método se denomina asi por el reactivo 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH). Se basa en
la medicion de eliminacion de radicales libres de los compuestos antioxidantes con DPPH
(Sanchez, Larrauri, y Saura, 1998). La prueba es aplicada para determinar el potencial
antioxidante de alimentos, muestras biol6gicas o extractos vegetales (Roginsky vy Lissi, 2005;
Sanchez-Moreno, 2002).

Este método es ampliamente utilizado para medir la capacidad de los compuestos para actuar
como captadores de radicales libres o donantes de hidrégeno y evaluar la actividad
antioxidante en muestras solidas o liquidas de compuestos naturales (Kedare y Singh, 2011;
Roginsky y Lissi, 2005). Este radical tiene un electrén desapareado y es de color azul-violeta,
decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion de la presencia de una sustancia
antioxidante (Ramos, Castafieda, y Ibafez, 2008), la cual se puede medir

espectrofotométricamente entre 515 a 528 nm (Sanchez-Moreno, 2002).

El DPPH solo puede disolverse en medio organico por lo que mide preferentemente la
capacidad antioxidante de compuestos poco polares (Mercado, Carrillo, Wall, Lopez, y
Alvarez, 2013), ademas es un radical que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa a diferencia del ABTS, que es generado tras una reaccion quimica, enzimatica o
electroquimica (Castafieda, Ramos, y Ibafiez, 2008). La figura 3, muestra la reaccién que se

origina por el método DPPH.



DPFPH DPPH
VIOLETA AMARILLD

Figura 3. Reaccion del método DPPH
Fuente: Castafeda et al.,(2008)
Elaboracién: Castafieda et al.,(2008)

Scherer y Godoy (2009), mencionan que los extractos de plantas muestran poca actividad
antioxidante cuando AAI < 0.5, actividad antioxidante moderada cuando AAIl se encuentra
entre 0.5 y 1.0, actividad antioxidante fuerte cuando AAIl esta entre 1.0 y 2.0, y muy fuerte
cuando AAIl > 2.0.

1.5.2.1 ICs.

La concentracion inhibitoria media maxima (ICso), €s un parametro ampliamente utilizado para
medir la capacidad antioxidante, esta medida determina la cantidad de extracto de plantas
necesaria para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50%, mientras menor sea el

ICso mayor es el poder antioxidante (Hussein et al., 2013).

1.5.3 FRAP.

El ensayo FRAP mide la capacidad reductora total de los compuestos de prueba (Nantitanon,
Yotsawimonwat, y Okonogi, 2010). Se basa en la capacidad de los fendélicos para reducir el
complejo amarillo de un complejo férrico al complejo ferroso azul por la accion de
antioxidantes donadores de electrones (Karadag, Ozcelik, y Saner, 2009), este ensayo se da
en condiciones &cidas (pH 3.6) (Huang et al., 2005); es simple, rapido y automatizable (Prior
et al., 2005); los extractos reaccionan rapidamente con los iones férricos en un tiempo de 30
minutos (Thaipong et al., 2006). Los valores de FRAP se obtienen a una absorbancia de 593
nm (Restrepo et al., 2009). La figura 4, muestra la reaccion del ensayo FRAP, en la que se
observa la reduccion del complejo Fe(lll)(TPTZ).Cl; (TPTZ= 2,4,6-tripiridiltriazina), por la

presencia de los antioxidantes a Fe(I)(TPTZ).Cl..
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N
+ antioxidant ?
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Fe(lI)(TPTZ),3* [Fe(I)(TPTZ)2]%*, Amax = 593 nm

Figura 4. Reaccion del ensayo FRAP
Fuente: Huang et al. (2005)
Elaboracion: Huang et al. (2005)

El ensayo FRAP es el Unico que evalla directamente la cantidad de antioxidantes de una
muestras; los otros ensayos son indirectos debido a que miden la inhibiciébn de especies
reactivas (radicales libres) generadas en la mezcla de reaccion (Nikolic, Mitic, Stankov,

Dimitrijevic, y Stojanovic, 2019).

1.5.4 ABTS.
Denominado asi por el reactivo 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), mide la
capacidad de los antioxidantes naturales para eliminar los radicales libres (Nantitanon et al.,
2010).

Este método consiste en la generacion del radical ABTS+, por la reaccién entre el ABTS y el
persulfato de potasio para producir un croméforo azul verdoso; en presencia de antioxidantes
se produce una disminucion de la absorbancia del radical ABTS+, debido a que los
compuestos antioxidantes en el medio de reaccién capturan el radical libre que se traduce en
una pérdida de color y por tanto la reduccién de absorbancia (Restrepo et al., 2009; Zulueta,
Esteve, y Frigola, 2009); se puede monitorizar mediante analisis espectrofotométrico en el
rango de 600 a 750 nm (Karadag et al., 2009).

Los resultados suelen ser expresados como pmol Trolox/g muestra (UMET/g de muestra).
Este método puede ser utilizado en un amplio rango de pH y se aplica para sistemas tanto
acuosos como organicos (Restrepo et al., 2009) y tiene la ventaja de ser mas versatil ya que

se pueden evaluar muestras polares y no polares (Nikolic et al., 2019).

En la figura 5, se muestra la reaccién del método ABTS.
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Figura 5. Reaccion del método ABTS
Fuente: Zulueta et al. (2009)
Elaboracion: Zulueta et al. (2009)

Mediante este método se puede medir la actividad de compuestos hidrofilicos y lipofilicos de
extractos de plantas y fluidos biolégicos (Mercado et al., 2013; Rodriguez, Andrade, y Diaz,

2015). Los valores mas altos demuestran una mayor actividad antioxidante (Erkan, Ayranci, y

Ayranci, 2008).
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2.1

2.2

Objetivo General:

Contribuir al estudio de la biodiversidad ecuatoriana y sus usos posteriores para la

industria alimentaria.
Objetivo Especifico:

Obtener cuatro tipos de extractos a partir de Piper carpunya.
Evaluar la actividad antioxidante de cuatro extractos de Piper carpunya mediante cuatro

métodos.
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3.1 Lugar de ejecucion

Las hojas de guaviduca (Piper carpunya) fueron recolectadas en el barrio Celén, perteneciente
a la parroquia rural Gualel, provincia de Loja (684640.92 mE-9601714.03mS; elevacién
2730m). Los extractos se obtuvieron en las instalaciones del Laboratorio de Alimentos de la

Universidad Técnica Particular de Loja.

3.2 Diagrama de obtencién de extractos

Las hojas fueron lavadas, se secaron y maceraron como lo indica la Figura 6.

Deshidratado
de hojas

Trituracion

Maceracion

Y

Extracto

A\ 4 A\ 4

Agua Etanol y Etanol-Agua

| v

Y y Rotaevaporado Liofilizado
Liofilizado Atomizado

Figura 6. Esquema de la investigacion
Fuente: Jumbo (2019)
Elaboracion: La autora

3.2.1 Descripcién del diagrama de flujo de obtencién de extractos.

3.2.1.1 Deshidratado.

Las hojas lavadas fueron secadas por medio de aire caliente en un secador de bandejas
modelo DY-110H a 40°C, durante 11 horas aproximadamente y se almacenaron en
refrigeracion para su posterior uso.

3.2.1.2 Trituracién.

Las hojas fueron trituradas manualmente a un tamafo de particula aproximado de 5-10 mm.
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3.2.1.3 Maceracion.

Se pes6 5009 de hojas y se adicion6 2500ml de solvente, en un recipiente con tapay protegido
de la luz solar. Los solventes que se utilizaron fueron: agua destilada, etanol (97%), mezcla
etanol-agua (1:1), la maceracion estatica se realiz6 durante tres dias en refrigeracion.
Finalmente se procedié a comprimir las hojas en una prensa mecanica y filtrar al vacio para

separar las particulas sélidas del extracto liquido.

3.2.1.4 Extractos acuosos.

El extracto acuoso se destin6 una parte para secar por atomizacion y la otra para liofilizar. Se
atomizé usando el Mini Spray Dryer, marca BUCHI, modelo B-290, con las siguientes
condiciones 120°C, velocidad de aspiracion de 20m?hy flujo de la muestra de 70%; se empled
maltodextrina al 3% que se incorpord al extracto para aumentar la concentracién de sélidos

totales.

Para el secado por liofilizacion, previamente se congel6 el extracto liquido a -40°C (con una
inclinacién de 45°) y luego se coloc6 en el liofilizador, marca LABCONCO modelo 7754047 en
condiciones de vacio de 0,180 mbar a una temperatura de -50°C por 48 horas

aproximadamente hasta obtener el extracto liofilizado.

3.2.1.5 Extractos etandlicos.

El etanol presente en los extractos se elimind mediante rotaevaporacion, utilizando un equipo
marca Heidolph G1, a una temperatura de 40°C y 150rpm. Para el caso de la mezcla etanol-
agua, primero se rotaevapord para eliminar el etanol en las condiciones mencionadas y

posteriormente el agua por liofilizacion siguiendo el proceso antes descrito.

3.3 Determinacién de fenoles totales y capacidad antioxidante

Se emplearon tres métodos para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos:
DPPH, FRAP y ABTS; y el ensayo de fenoles totales para evaluar el indice global de

compuestos antioxidantes.

3.3.1 Fenoles totales.

Se siguid el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, adaptado por Swain y Hills (1959) y
modificado por Thaipong et al. (2006) y Figueroa, Borras, Lozano, Quirantes, y Segura, (2018)
para la determinacion del contenido de polifenoles totales. Los resultados se expresaron como

miligramos equivalentes de 4cido gélico por cada gramo en base seca (mg EAG/ g BS).
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Cada extracto se peso y se reconstituy6 con el solvente utilizado durante la maceracion (agua
destilada, etanol, etanol-agua (1:1)) hasta tener una concentracion inicial de: 5000 ppm para
los extractos atomizado, liofilizado y etanol-agua, y 1250 ppm para el extracto con etanol.

Posterior a lo cual se realizaron los calculos correspondientes.

A continuacion la figura 7, indica el procedimiento que se siguidé para la construccién de la

curva de calibracién y las diferentes concentraciones utilizadas de acido galico (5-300 pg/ml).

PREPARACION PARA CURVA DE CALIBRACION

1.4 mg Acido gélico
Disolver en 1.4 mL de metanol
Concentracion: 1000 pg/ml

A 4

Tomar alicuotas y llevar
a concentraciones de:

|
. . v , . | | v

5 pg/mi 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/mi 150 pg/ml 200 pg/mi 250 pg/ml 300 ug/mli

Seguir procedimiento para lectura de
muestras

Figura 7. Preparacion de curva de calibracién. Método de Folin-Ciocalteu
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

Las lecturas se realizaron por triplicado en una microplaca de 96 pocillos fondo plano a
temperatura ambiente y la absorbancia se midi6 a 760 nm en un espectrofotometro de

microplacas Epoch 2.

A continuacién se indica la figura 8, en la cual se puede observar el proceso para la lectura

de las muestras.
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LECTURA DE MUESTRAS

[ Tomar 10 pL de muestra ]

v

‘ Adicionar 100 pL de agua destilada y 10 pL de ‘
Folin-Ciocalteu 2N

v

Agitar y dejar reposar por 10 min

v

[ Agregar 100 uL de Na>COs al 10% }

v

[ Agitar

v

Dejar reaccionar 2h en la oscuridad a
T° ambiente

v

[ Realizar lectura a 760nm ]

-

Figura 8. Metodologia para cuantificacion de

fenoles totales. Método de Folin-Ciocalteu
Fuente: La experimentacién
Elaboracién: La autora

3.3.2 DPPH.

La actividad antioxidante de las muestras se determind mediante método descrito por Scherer
y Godoy (2009). Cada extracto se peso6 y se reconstituyé con el solvente utilizado durante la
maceracion (agua destilada, etanol, etanol-agua (1:1)) hasta tener una concentracion inicial
de: 60000 ppm para el extracto atomizado, 20000 ppm para el liofilizado, 2500 ppm para
etanol-agua y 10000 ppm para el extracto con etanol, a partir de éstas se prepararon cinco

concentraciones mas con el respectivo solvente (1:1).

Se realiz6 un control de la solucién de trabajo, para lo cual se mezclaron 292 uL de esta
solucién con 8 pL de etanol. El blanco del ensayo fue solamente 300 pL de etanol y 300 pL
de agua para los extractos etandlicos y acuosos respectivamente. Una vez utilizada la solucién

patrén y de trabajo se almacend en refrigeracion y oscuridad.

A continuacion la figura 9, detalla el proceso aplicado para la construccion de la curva de
calibracién, graficando las diferentes concentraciones de DPPH (27.60-1.97ug/ml). Posterior

a lo cual se realizaron los calculos correspondientes.
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PREPARACION DE ESTANDARES

Solucién madre ‘

DPPH i n
) Concentracion

A

v

Tomar alicuotas y aforar a

Solucién madre DPPH
Aforar a 10 mL en MeOH
1236 pg/mi

10 ml con MeOH

|
11.83 3.94

7.89
Hg/mi pa/ml - pa/ml

!

3.54
pg/mi

'

15.77
pg/mi

'

19.72
Hg/ml

/N

|

}

1.97
pg/m

}

2.36
pg/mi

!

2.76
pg/m

|

3.15
ug/ml

Vi \\

,\\
) £ ) € )

1 | | |

Seguir procedimiento para lectura de
muestras

Figura 9: Metodologia para curva de calibracion. Método DPPH

Fuente: La experimentacién
Elaboracion: La autora

Posteriormente la figura 10, detalla la metodologia para cuantificacion de capacidad
antioxidante, en el literal a. el procedimiento para la preparacion de soluciones patrén y de
trabajo y b. indica el procedimiento para la lectura de las muestras. Las lecturas se realizaron
por duplicado en una microplaca de 96 pocillos fondo plano a temperatura ambiente y con

longitud de onda de 516 nm en un lector de microplaca.
Solucién patron LECTURA DE MUESTRAS

[ DPPH (SP) ]

| [ Tomar 8 pL de muestra }
[ Pesar 11.83 mg de DPPH } v
¢ Adicionar 292 pL de ST
‘ Disolver en 100 mL de etanol ‘ *
[ Agitar por 1 min }
[ trabaio (ST) ]
[ Tomar 10 mL de SP }

Realizar lectura a 516 nm en
[ Aforar en 100 mL de etanol ]

b.

Solucion de

intervalos de 15 min por 1 h

Figura 10. Metodologia para cuantificacion de capacidad antioxidante. Método DPPH
a. Procedimiento para preparacion de soluciones: patrén y de trabajo b.
Procedimiento para la lectura de muestras.

Fuente: La experimentacién

Elaboracion: La autora
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Por otra parte, el ICso se calculd graficamente, utilizando la curva de calibracién en el rango
lineal, trazando la concentracion del extracto frente al efecto de eliminacion correspondiente.
Y la actividad antioxidante se expres6 como el indice de actividad antioxidante (AAl), el mismo

gue se calculo a partir de la ecuacion 1.:

Concentraciéon final de DPPH (ug.mi™")

ICso(ng.ml™)

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

AAl =

3.3.3 FRAP.

La determinacion de capacidad antioxidante mediante el mecanismo de reduccion de metales
(FRAP), se realiz6 de acuerdo al método descrito por Benzie y Strain (1996) con
modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). El patrén de referencia utilizado fue Trolox
y los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo en base

seca (umol ET/g BS).

Cada extracto se pesdé y se reconstituyé con el solvente utilizado durante la maceracion (agua
destilada, etanol, etanol-agua (1:1)) hasta tener una concentracion inicial de: 5000 ppm para
el extracto atomizado, 2500 ppm para el liofilizado y 833 ppm para los extractos etanol-agua

y etanol. Posterior a lo cual se realizaron los célculos correspondientes.

La figura 11, detalla el proceso para la determinacion de la curva de calibracion, graficando

diferentes concentraciones de Trolox (15,50-542,57 pg/ml).

Solucién madre ‘ 12.5 mg de Trolox
Trolox Vi N Aforar a 50 mL con MeOH
& ) Concentracion: 968.87 umol

v

Tomar alicuotas y aforar a
10 ml con MeOH

|
, ! ! | v v ’ !

15.50 77.51 155.02 232.53 310.04 387.55 465.06 542.57
umol umol umol umol um‘ol umol Hmol pmol

A A PN ,‘\\ L VN VN A
) ( ) ( ) { ) ( ) { ) { ) ( )

T T | | i i T |

Seguir procedimiento para lectura de muestras

Figura 11. Metodologia para curva de calibracién. Método FRAP
Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La autora
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Las lecturas se realizaron por duplicado en una celda de 1 mL, en un espectrofotdbmetro UV
visible (Thermo scientific), con longitud de onda de 593 nm. A continuacién se muestra la
figura 12, en la que se detalla la metodologia a. para la preparacion de la solucion de trabajo

y b. para la lectura de muestras.

a.
310 mg Acetato de Sodio + 1.6 mL 78 mg TPTZ 135 mg Cloruro Férrico
Acido Acético Aforar a 25 mL con HCI Aforar a 25 mL con agua
Aforar a 100 mL con agua destilada 40mM destilada
v \4

Buffer Acetato (pH 3.6) Solucién TPTZ Solucién Cloruro Férrico

Tomar| 25 mL Tomar 2.5 mL Tomar 2.5 mL

Mezclar e incubar a 37°C x
15 min

)

Solucién de
trabajo (ST)

LECTURA DE MUESTRAS

Tomar 50 pL de muestra

v

Adicionar 950 pL de ST

v

Dejar reaccionar 30 min en la
oscuridad

v

[ Realizar lectura a 593 nm J

Figura 12. Metodologia para cuantificacion de capacidad antioxidante. Método FRAP

a. Procedimiento para preparacion de solucion de trabajo b. Procedimiento para preparacion de
estandares c. Procedimiento para la lectura de muestras.

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La autora

3.3.4 ABTS.
El método ABTS se procedi6 a realizar de acuerdo a lo descrito por Arnao, Cano, y Acosta
(2001) con modificaciones hechas por Thaipong et al., (2006). El patrén de referencia utilizado
fue Trolox y los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo

en base seca (umol ET/g BS).
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Cada extracto se peso y se reconstituyé con el solvente utilizado durante la maceracion (agua
destilada, etanol, etanol-agua (1:1)) hasta tener una concentracion inicial de: 625 ppm para el
extracto liofilizado, 312,5 ppm para el extracto atomizado, 833 ppm para el extracto etanol y

208 ppm para etanol-agua. Posterior a lo cual se realizaron los calculos correspondientes.

En la figura 13, se detalla el proceso para la preparacion de la solucion madre y de trabajo.

40.6 mg de ABTS y aforar a 10 mL
con agua destilada

Mezclar volumenes
iguales y dejar reaccionar Solucién madre
12 h a T° ambiente y en ABTS (SM)
oscuridad

70 mg de Persulfato de Potasio y
aforar a 10 mL con agua destilada

Tomar 1 mL de SM y adicionar 60 "

mL de MeOH
Solucién de
Medir absorbancia a 734 nm ‘_ ’[ trabajo ABTS (ST) ]

Ajustar a 1.1 + 0,02 nm con MeOH r»

T

> 1.2 nm agregar MeOH
< 1.08 nm agregar SM

Figura 13. Metodologia para preparacion de solucion de trabajo. Método ABTS
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

La figura 14, muestra a. el proceso para la determinacion de la curva de calibracién, graficando
diferentes concentraciones de Trolox (15,50-542,57 pug/ml) y b. el procedimiento para la
lectura de las muestras, las cuales se realizaron por duplicado en una celda de 1 ml, en un

espectrofotbmetro UV visible a una longitud de onda de 734 nm.
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PREPARACION DE ESTANDARES

Solucién madre 12.5 mg de Trolox
Trolox N Aforar a 50 mL con MeOH
&) Concentracion: 968.87 umol

\

Tomar alicuotas y aforar a
10 ml con MeOH

|
' ! ' v . v ’ '

15.50 77.51 155.02 232.53 310.04 387.55 465.06 542.57
ug/ml ua/m| ua/ml ua/ml Hg/ml ua/ml pg/ml Hg/m

A A VN Ay N L AN

L | ) 1[|7,‘ ,|7/ T | T __|7/ ‘_|7/ |

Seguir procedimiento para lectura de muestras

LECTURA DE MUESTRAS

Tomar 50 pL de muestra

v

Adicionar 950 pL de ST

v

Dejar reaccionar 2 h en la
oscuridad

v

[ Realizar lectura a 734 nm }

Figura 14. Metodologia para cuantificacion de capacidad antioxidante. Método ABTS
a. Procedimiento para preparacion de estandares b. Procedimiento para la lectura de muestras.

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

3.4 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + desviacién estandar (n= 3) y fueron
analizados estadisticamente en el programa Minitab 16, mediante un andlisis de varianza

ANOVA y un test de rango multiple Tukey, con un nivel de confianza del 95%.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Cuantificacion de fenoles totales y actividad antioxidante

El andlisis de los resultados de la capacidad antioxidante de los cuatro extractos de Piper

carpunya se muestran a continuacion:

4.1.1 Fenoles totales.

El extracto etanol-agua presento significativamente mayor contenido fenolico frente al resto
de extractos estudiados; esta directriz también fue reportada en otros estudios como se
observa en la figura 15, en los cuales demostraron que las soluciones hidroalcohdlicas
mejoran el proceso de extraccion de compuestos fendlicos con respecto a la utilizacién de un

Unico solvente (Alothman et al., 2009; J. Duefias, Naranjo, y Araujo, 2009).

b) Jengibre seco GGG - 9,2
b) Mostaza IEE———- 7,62
c) Tomillo I t7,3
b) Hinojo - 6,76
c) Mejorana I t 4,65
b) Pimienta blanca NN 3,53
a) Etanol (70%) NGNS ) 3

0 2 4 6 8 10 12

Concentracién mg EAG/g BS

Figura 15. Fenoles totales extraibles en P. carpunya y diversas especies vegetales.
Fuente: a) Jaramillo, Jaramillo, De Armas, Troccoli, y Rojas (2016). b) Lu, Yuan, Zeng, y Chen
(2011) y c¢) Hussein, Atef, Selim, & Ibrahim (2013).

Elaboracién: La autora

Jaramillo, Jaramillo, De Armas, Troccoli, y Rojas (2016), determinaron la presencia de
metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, glucésidos cianogénicos y saponinas en
menor proporcién en extracto de Piper carpunya, ademas reportaron el contenido de fenoles
totales (2,80 £ 0,17 mg EAG/g BS) con etanol al 70%, este dato es mayor al extracto etandlico
(97%) obtenido mediante la presente experimentacion, esto pudo deberse a la concentracion

del solvente y lugar de recoleccién de la muestra (provincia de El Oro).

Ademas, el extracto hidroalcohodlico de guaviduca presentd mayor contenido fendlico que

especies como la mejorana (Origanum majorana) y pimienta blanca (Piper nigrum L.), sin

embargo menor contenido fendlico a especies como jengibre seco (Zingiber officinale),

mostaza (Brassica nigra), tomillo (Thymus vulgaris L.) e hinojo (Foeniculum vulgare); esto

pudo deberse a que los autores utilizaron maceraciéon dinAmica para la obtencion de sus
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extractos, los resultados fueron obtenidos de estudios realizados por Lu, Yuan, Zeng, y Chen,
(2011) y Hussein, Atef, Selim, y Ibrahim, (2013).

4.1.2 DPPH.

Los resultados obtenidos de los extractos de P. carpunya, indican que existié estadisticamente
mayor actividad antioxidante del extracto etanol-agua frente al resto de extractos estudiados
y ademas que los extractos liofilizado y atomizado no son significativamente diferentes. Segun
la clasificacién dada por Scherer y Godoy (2009), el extracto etanol-agua es considerado de
fuerte actividad antioxidante, mientras que los extractos: etanol, liofilizado y atomizado de

poca actividad antioxidante.

Ademas, los extractos etanol-agua y etanol de guaviduca demostraron mejores resultados
frente a otras especies como hojas de guanabana (Annona muricata) e ishpingo (Amburana
cearensis) reportadas por Gomes et al. (2010) y de Hercampuri (Amburana cearensis) descrito
por Nora, Suarez, y Arnao (2016), mientras que los extractos acuosos de guaviduca reportaron

menor actividad antioxidante frente a las especies mencionadas anteriormente.

Ademas, el extracto etanol-agua presenta mayor capacidad antioxidante con respecto al acido
ascorbico reportado por Sohaimy, Hamad, Mohamed, Amar, y Al-hindi, (2015), lo que permite
deducir que el extracto etanol-agua podria ser utilizado en reemplazo al &cido ascérbico para

retrasar la oxidacion de los alimentos.

Segun la clasificacion propuesta por Troya-Santos, Ale-Borja, y Suarez-Cunza (2017), el
extracto etanol-agua es considerado con alto potencial, seguido por el extracto etandlico con

moderado potencial y los extractos liofilizado y atomizado de bajo potencial.

c) Acido ascérbico |l 23,44
b) Hercampuri H 145
a) Hojas de Ishpingo H 203,14 c
a) Hojas de Guanabana =+ 22152 d
0 100 200 300 400 500 600 700

1Csp (ug/ml)

Figura 16. ICso (ug/ml) de extractos de P. carpunya y diversas especies vegetales.
Fuente: a) Gomes et al. (2010). b) Nora et al. (2016). ¢) Sohaimy et al. (2015).
Elaboracién: La autora
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4.1.3 FRAP.

Lu et al. (2011), reportan que el jengibre seco posee una capacidad antioxidante moderada,
mientras que el hinojo, comino (Cuminum cyminum) y angelica dahurica (Angelicae dahuricea)
tienen baja capacidad antioxidante; segun estos resultados los extractos etanol-agua,
atomizado, liofiizado y etanol de P. carpunya son considerados de baja capacidad
antioxidante, por lo que se determina que los extractos de guaviduca no tienen efecto sobre

la reduccion de sales férricas.

a) Jengibre seco | 157,95
a) Hinojo | 72,4
a)comino [N o3
a) Angelica dahurica | NG 35,2

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
uM ET/g extracto

Figura 17. Capacidad antioxidante de P. carpunya y otras especies. Método FRAP
Fuente: a) Lu et al. (2011)
Elaboracion: La autora

4.1.4 ABTS.

En la figura 18, se puede observar que el extracto etanol-agua presentdé mayor actividad

antioxidante (p<0,05) frente al resto de extractos estudiados.

a) canela [N+ 525,85
a) Laurel | 412,24
a) Jengibre seco | 75,66
a) Pimienta blanca [} 12,42

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

Figura 18. Capacidad antioxidante de P. carpunya y otras especies. Método
ABTS.
Fuente: a) Lu et al. (2011)

Elaboracién: La autora
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Lu et al. (2011), mencionan que la canela (Cinnamomum zeylanicum) y laurel (Laurus nobilis)
presentan alta capacidad antioxidante, mientras que el jengibre seco (Zingiber officinale)
moderada capacidad antioxidante y la pimienta blanca (Piper nigrum L.) report6 la mas baja
capacidad antioxidante, segun esta clasificacion los extractos etanol-agua, atomizado y
liofilizado presentan una capacidad antioxidante moderada mientras que el extracto etandlico

muestran baja capacidad antioxidante.
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CONCLUSIONES

La presente investigacién permiti6 comprobar que las hojas de Piper carpunya presentan
un gran potencial para la industria alimentaria como fuente de antioxidante natural y a su

vez aprovechar un recurso natural renovable de la provincia de Loja.

Se pudo obtener cuatro tipos de extractos a partir de Piper carpunya: etanol-agua, etanol,
atomizado y liofilizado, siendo los extractos atomizado y etanol-agua los que presentaron

mayor rendimiento.

Se determind que el extracto etanol-agua manifesté mayor contenido fendlico y actividad
antioxidante en los métodos aplicados: fenoles totales, DPPH, FRAP y ABTS. Y a su vez,
en el método DPPH reporté mayor capacidad antioxidante que el &cido ascorbico, lo que

permite potenciar su uso como antioxidante natural.
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RECOMENDACIONES

Aplicar los extractos obtenidos de Piper carpunya en matrices alimentarias con la finalidad

de evaluar la actividad antioxidante y la vida util durante el almacenamiento.

Analizar el perfil fendlico de los compuestos que manifiestan actividad antioxidante en los
extractos de Piper carpunya.

Realizar analisis microbioldgicos a los extracto de guaviduca.

Efectuar el proceso de obtencion de extractos mediante maceracién dinamica y comparar

los resultados obtenidos.
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Anexo 1.-Rendimiento obtenido en los extractos de Piper carpunya

Método de Peso muestra  Cantidad de extracto Rendimiento
extraccion seca (9) obtenido (g) (%)
Atomizado (agua) 500 92,98 18,60
Etanol-Agua 500 57,46 11,49
Liofilizado (agua) 500 36,46 7,29
Etanol 500 3,22 0,64
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