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RESUMEN

Los alimentos de origen vegetal y en especial las frutas y vegetales pueden ejercer un
efecto protector contra enfermedades degenerativas y algunos tipos de cancer. Esta
propiedad se debe a la presencia de compuestos bioactivos con actividad antioxidante,
como los polifenoles, que incluyen flavonoides y taninos. Asimismo, los polifenoles
presentes en frutas y vegetales pueden ser Utiles en sistemas para prevenir reacciones
deteriorativas de oxidacion. Se ha demostrado que, en algunas frutas, las semillas y
cascaras poseen mayor capacidad antioxidante que las pulpas, por lo que podria haber
un aprovechamiento integral de las mismas. La extraccién de compuestos antioxidantes

puede verse afectada por la polaridad del solvente y por la técnica de extraccion.

En ese sentido se estudid la influencia de la técnica (agitacién y sonicacion) y el solvente
de extraccion (metanol, etanol e isopropanol) en el contenido de polifenoles, flavonoides
y taninos en semillas y cascaras de Passiflora edulis y Carica papaya. Los polifenoles
totales evaluados por el método de Folin-Ciocalteau fueron mayores en las fracciones de
Passiflora edulis en el extracto de alcohol isopropilico por agitacion para las cascaras
(739+3mgEAG/100g) y por sonicacion para las semillas (2219+7mgEAG/100g). En
Carica papaya se obtuvo un mayor contenido de estos compuestos en el extracto
metandlico por agitacion para las cascaras (912+9mgEAG/100g) y por sonicacién para
las semillas (902+1mgEAG/100g).

Los flavonoides en las fracciones de Passiflora edulis y Carica papaya se determinaron
por el método de tricloruro de aluminio obteniéndose la mayor cantidad de estos
compuestos en el extracto isopropilico por agitacibn en cascaras de P. edulis
(263+t6mgERT/100g) y semillas de C. papaya (46t4mgERT/100g). Asimismo, se obtuvo
un mayor contenido de flavonoides en el extracto isopropilico por sonicaciéon en semillas
de P. edulis (538+t9mgERT/100g) y cascaras de C. papaya (383+4mgERT/100g).



La mayor concentracion de taninos condensados se obtuvo en el extracto metandlico por
sonicacion para las cascaras y semillas de P. edulis (389+7; 614+13 mgECT/100g) y C.
papaya (648x7; 727+11mgECT/100g).

La actividad antioxidante se determin6 por los métodos de DPPHe (2,2-difenil-picryl-
hidracil) y poder reductor, arrojando que para ambos ensayos las semillas de Passiflora
edulis poseen mayor poder antioxidante, seguida de las semillas de Carica papaya,

cascaras de Carica papaya y por ultimo las cascaras de Passiflora edulis.

Palabras Claves: Polifenoles, flavonoides, taninos, actividad antioxidante, extraccion,

sonicacion, Passiflora edulis, Carica papaya, cascaras, semillas.
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1. INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son considerados metabolitos secundarios de las plantas,
incluyen los fenoles, flavonoides, taninos y acidos fendlicos los cuales poseen diferentes
estructuras quimicas y propiedades, siendo relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal, frescos y procesados; es decir, estan relacionados con la

apariencia, aroma, textura y sabor de los alimentos!!l.

Actualmente, este grupo de fitoquimicos fendlicos son de gran interés nutricional por su
contribucién al mantenimiento de la salud humanal® debido a sus propiedades
antioxidantes relacionadas con el contenido de compuestos fendlicos, carotenoides y
vitaminas C y EBl.Por esta razén, existe un gran interés en el uso de antioxidantes
naturales para inhibir la peroxidacion lipidica o para proteger el cuerpo humano del dafio
oxidativo por radicales libres.

Esto es particularmente relevante, pues la produccién no controlada de oxigeno derivado
de los radicales libres, esta implicada en la aparicibn de muchas enfermedades tales
como céancer, artritis reumatoide, asi como el proceso degenerativo asociado con el
envejecimiento, incluyendo enfermedades como Parkinson y Alzheimer, y, en ese
sentido, muchos estudios epidemiolégicos han sugerido que el consumo de alimentos
ricos en antioxidantes naturales tales como frutas frescas, vegetales y tés tienen un efecto

protector contra las enfermedades antes mencionadas(.

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos contenidos en las frutas, tal como
en la pulpa, cascaras y semillas tiene interés desde el punto de vista tecnologico y
nutricional. Asi, los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales de los
alimentos, por lo que se presume que la obtencion y preparacion de alimentos con un
alto contenido en estos compuestos permitiria una disminucién en la utilizacién de

aditivos antioxidantes de origen sintéticol®l.
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En la industria de alimentos las pulpas de Carica papaya (lechosa) y Passiflora edulis
(parchita) son utilizadas para la elaboracion néctares y jugos, mientras que el material
remanente del proceso industrial que resulta en las cascaras y semillas se convierten en
productos de desecho debido a que no cuentan con la tecnologia para su
aprovechamiento. Sin embargo, se han incrementado los estudios en la formulacion de
nuevos productos comerciales bajos en grasas y calorias, a partir de fibra dietética que

contengan compuestos bioactivos asociados como los flavonoides y taninos!®!.

Por otra parte, algunas frutas poseen mayor capacidad antioxidante en la cascara y las
semillas respecto a la pulpa, por ejemplo, las semillas de la uva y la cascara de la granada
poseen mayor capacidad antioxidante en sus extractos metandlicos que la pulpal®l. Por
lo tanto, las fracciones de cascara y semillas de frutas pueden contener potencialmente

mas antioxidantes cuantitativa o cualitativamente.

En este sentido, el proceso de extraccion para el aislamiento de antioxidantes fenélicos
del fruto es muy importante; particularmente, los parametros de extraccién tales como el
tipo de disolvente, la concentracion del disolvente, la temperatura de extraccion, el tiempo
de extraccion, la relacion solvente-sélido y las técnicas de extraccion utilizadas para
mejorar la eficiencia de extraccion a fin de obtener una 6ptima cantidad de compuestos
bioactivos presentes en el extracto. En este proyecto se propone evaluar diferentes
métodos de extraccién de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en semillas y

cascaras de Passiflora edulis y Carica papaya.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los alimentos de origen vegetal y en especial las frutas y vegetales pueden ejercer un
efecto protector encontra de algunas enfermedades como el cancer. Esta propiedad se
debe a la presencia de compuestos bioactivos con actividad antioxidante, como los
polifenoles, flavonoides, taninos, entre otros. A continuacion se describen algunos de

estos compuestos bioactivos.

2.1. Polifenoles

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas, que comparten la
caracteristica detener en su estructura diversos grupos bencénicos sustituidos por
funciones hidroxilicas; se generan como producto del metabolismo secundario de las
plantas,donde desempefian diversas funciones de proteccién al ataque de patégenos o

herbivorosy a su vez poseen pigmentos que atraen a los polinizadores(’.

Los fenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente distribuidos en
las frutas y vegetales. Son una de las clases mas importantes de metabolitos secundarios
en plantas, en su mayoria son derivados de la fenilalanina y en menor cantidad de la
tirosina. Estos compuestos constituyen un amplio grupo de sustancias presentes en las

plantas con diferentes estructuras quimicas y actividades metabdlicas!tl.

Algunos son indispensables para las funciones fisiologicas de las plantas. Otros
participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos
(hidrico, luminoso, entre otros). Existen varias clases y subclases de polifenoles que se
definen en funcion del nimero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos
estructurales que presentan estos anillos. Los principales grupos de polifenoles son:
acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoicoo del acido hidroxicinamico),

estilbenos,lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides!® (Figura 1).
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Desde el punto de vista de su actividad biol6gica muchos fenoles tienen propiedades
captadoras de radicales libres, lo que les confiere actividad antioxidante, que podria estar
relacionada con la prevencion de enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de
cancer. Existen también sustancias con actividad estrogénica (fitoestrégenos), como las
isoflavonas, los lignanos y el estilbeno resveratrol, mientras que otros, como los taninos,
son capaces de fijar metales y proteinas, lo que afecta a la biodisponibilidad de éstos y
puede ser el origen de algunos efectos inespecificos (por ejemplo, antimicrobianos), o

prevencion de enfermedades neurodegenerativas!i?l,

Derivados del acido Derivados del Acido hidroxibenzoico
hidroxibenzoico . .
" Estilbenos Alcoholes fendlicos
. 2 0O RO OH
R, b
R OH a0t K
HO
R,=R,=R =0H Acido Gélico R,
[ R=H Resveratrol R =0H:R,=H Tirosol
Derivados del dcido Derivados del Acido hidroxicinamico
hidroxicinamico .
Lignanos
R R, CH,OH .
! | : Flavonoides
R 0 3
CH.OH r 4
oH § ol B )
7 a0 . 5
| R,=0H Acido p-Cumirico R, M W

[ R =R,=0H Enterodiol

Figura 1. Nlcleo estructural de los principales grupos depolifenoles [°l.
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2.1.1. Clasificaciéon

Se pueden clasificar los compuestos fendlicos segun su origen biosintético y su
complejidad estructural, tomando en cuenta que el grupo mas sencillo corresponde a los
fenoles. Tenemos a los flavonoides que son aproximadamente la mitad de los
compuestos fendlicos que se encuentran presentes en las plantas, los mismos se pueden
clasificar en 5 grupos diferentes: antocianos (pigmentos), flavonoides menores (que
incluyen flavonas, dihidroflavonoles y dihidrochalconas), flavonoles, isoflavonoides y
taninosft,

Se puede clasificar a los polifenoles de distintas maneras debido a su gran diversidad

estructural.

Por su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos!:
1. No flavonoides

Entre ellos hay dos subgrupos:

e Fenoles no carboxilicos: Cs, Cs-C1, Ce-Cs.
e Acidos fenoles: derivados del 4cido benzoico Cs-C1Yy derivados del &cido cinamico
Cs-Cs.

2. Flavonoides Cs-C3-Ce
Formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado.
Subgrupos:

e Antocianos; flavononas, flavanoles y flavanonoles; taninos condensados y

lignanos.

Los flavonoides son derivados fendlicos sintetizados en cantidades sustanciales por las

plantas. Se han identificado alrededor de 4000 de estos compuestos, derivados
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metoxilados, glicosilados del 2-fenilbenzo-y-pirano e hidroxilados. Tienen actividad
antioxidante y una gran capacidad para capturar radicales libres, de igual forma que las

antocianidinas tienen actividad diurética ademas de poseer también accion laxantel*1l.

2.1.2. Caracteristicas quimicas generales

Una de las principales caracteristicas de los compuestos fendlicos son sus propiedades
antioxidantes; ya que por una parte son muy susceptibles a ser oxidados y por otra son
los que impiden que los metales catalicen las reacciones de oxidacion, es de esta manera
que los grupos hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico, dan la posibilidad de que
el doblete del atomo de oxigeno interaccione con los electrones del anillo, razén por la
gue se les confiere unas caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes.
También pueden actuar como quelantes (sobre todo los fenoles no flavonoides) y
constituir complejos con metales di o trivalentes, especialmente con el aluminio y el hierro,

lo que consigue poseer también implicaciones nutricionales!!?.

La naturaleza quimica de los grupos funcionales en compuestos fendlicos y proteinas
puede aumentar su afinidad para formar complejos mediante enlaces covalentes,
interacciones hidrofébicas, enlaces iénicos y enlaces de hidrégeno. La presencia del
anillo aromético con un grupo hidroxilo y acidos carboxilicos fenolicos aumentan su
afinidad para conjugarse con los principales componentes de los alimentos tales como

proteinas, minerales, hidratos de carbono y lipidos(*sl,
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2.2. Flavonoides

El término flavonoides denota un grupo muy extenso de compuestos polifendlicos los
cuales estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de forma
universal en las plantas vasculares (plantas que contienen raices, tallos y hojas), en forma
de glicésidos. Ellos son muy importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las
plantas, ya que actian como atrayentes de animales en la oviposicion, como agentes
protectores contra la luz UV o contra la infeccion por organismos fitopatdgenos; ademas,
estos compuestos presentan propiedades relacionadas con la salud humana, lo cual esta

basado en su actividad antioxidantelX4].

2.2.1. Estructura quimica

Quimicamente, estas sustancias son de naturaleza fendlica y se caracterizan por poseer
dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres atomos de carbono,con
la estructura general Cs-C3-Cs,l0s cuales pueden formar o no un tercer anillo* (Figura
2).

Figura 2. Estructura basica delesqueleto flavonélicol*4l.
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Los anillos son denominados A,B y C; los atomos de carbono individuales son referidos
por un sistema numérico, el cual utiliza nidmeros ordinarios para los anillos Ay Cy
nameros primos para el anillo B. Los flavonoides naturales suelen presentar al menos
tres hidroxilos fendlicos y se encuentran generalmente combinados con azlcares en
forma de glicésidos, aunque también se presentan con relativa frecuencia como agliconas

libres(4],

2.2.2. Clasificacion

Varios subgrupos de flavonoides son clasificados de acuerdo con la sustitucion del anillo
C. En esta clasificacion son de suma importancia el estado de oxidacion del anillo

heterociclico y la posicion del anillo B4,
En base a su variacion estructural (Figura 3) su clasificacion esf!:

1. Con dobles enlaces entre las posiciones 2 y 3:
a) Flavonas: con H en la posicion 3.
b) Flavonoles: con OH en la posicién 3.
2. Sin doble enlace entre las posiciones 2y 3:
a) Flavononas: con H en la posicion 3.
b) Flavonololes: con OH en la posicion 3.
3. Chalconas: con el anillo C abierto.

4. Isoflavonoides: con el anillo B en la posicion 3 (3-fenil-gamma-cromona).

Existen también dimeros de flavonoides, denominados diflavonoides. En general los
flavonoides que contienen multiples grupos hidroxilo tienen mayor capacidad antioxidante

que los acidos fendlicos contra radicales peroxidostt.
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Flavanones Dihydroflavonols Flavan-3-ols Isoflavones

Daidzin: Ry=H, Ry»Glucoside
Daidzein: Ry=H, Rye=H
() Epicatechin: Ry=OH, Ry=H Genistin: R;=OH, Ry=Glucoside

Naringenin: Ry=H, Ry=H, Ry=H Dihydrokaempferol: Ry=H, Ry=H e Genistein: R,=OH, R,=H
i atechin: R 3=OF L 2
Hesperetin: Ry=CH,, R,;=OH, Ry=H Dihydroquercetin: R,=OH, R;~H 5 A B O g

Dihydromyricetin: R;=OH, R,=OH

Flavones Flavonols Anthocyanidins Proanthocyanidins

HO 0%
NN

AN
OR,
OH
Apigenin: Ry=H Kaempferol: Ry=H, R;=H
Luteolin: R,=OH Quercetin: R;=OH, Ry=H
Myricetin: Ry=OH, R;=OH

Cyanidin: Ry;=H, R;=OH, Ry~H
Pelargonidin: Ry=H, Ry=H, Ry=H
Peonidin: R;»H, R;=H, R,=OCH,

Figura 3. Estructura quimica de diversos compuestos Ce-C3-Ces(flavonoides)
encontrados en alimentos 7],

2.3. Taninos

Muchos flavonoides de los alimentos se polimerizan en las propias plantas o como
resultado del procesado de los alimentos. Estos polimeros se conocen como taninos, los
cuales son responsables de precipitar algunas proteinas y alcaloides para convertir la piel

del animal en cuerol®],

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles con un peso molecular de 500 a
3000 Da (Daltons en unidades de masa). Estos compuestos contienen un numero
importante de grupos hidroxilos entre otros grupos funcionales, siendo capaces de unirse

a proteinas y otras macromoléculas!t.
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Los taninos se clasifican en dos grupos: hidrolizables y no hidrolizables o condensados,
estos ultimos tienen como nucleo central un alcohol polihidrico como la glucosa y grupos
hidroxilos que se encuentran esterificados parcial o completamente ya sea con el acido
galico o el acido hexahidroxidifénico, formando los galotaninos y elagitaninos

respectivamenteltl.

Los taninos condensados también llamados proantocianidinas constan de unidades
monomeéricas de flavanos ligados por medio de carbono-carbono y uniones éter. Se han
identificado quince subclases de proantocinidinas, pero sin embargo, sdlo tres de ellas
tienen hasta el momento importancia en los alimentos de origen vegetal para humanos;
procianidinas (catequina y sus polimeros) prodelfinidinas (galocatequina y sus polimeros)
y propelargonidinas (afselequina y sus polimeros) y sus mezclas. En estos taninos, las
unidades monoméricas estan primariamente unidas por medio de uniones 4-6 6 4-8
carbono-carbono (unién 3) o por medio de uniones 4-8 carbono-carbono y 2-7 uniones
éter (uniones a). Se han identificado otras uniones aisladas en plantas no alimenticias o
constituyendo compuestos menores en algunos alimentos como en el cacao. Los taninos

pueden variar desde dimeros hasta grandes polimeros(*ol.

Una segunda clase de taninos presentes en los alimentos son los derivados que se
forman principalmente bajo condiciones enzimaticas oxidativas y atmosféricas o durante
el procesamiento de alimentos, como por ejemplo los que se encuentran en vinos rojos,
té y café. A causa de la complejidad de los compuestos, ha sido dificil utilizar una estricta

denominacion quimica y con frecuencia se les han asignado nombres populares(?.

Otra clase de taninos hidrolizables en los alimentos, constan de &cido gdlico o &cido
elagico, al que se esterifica en un poliol no aromatico como el azucar o el &cido quinico.
En esta clase de taninos, también pueden producirse otras uniones (C-C 6 C-O-C), para
formar dimeros y complejos superiores, que tienen varios grados de resistencia a la

fractura quimical®.
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2.4. Especies reactivas del oxigeno — ROS (Reactive Oxigen Species)

Las especies reactivas del oxigeno, conocidas como ROS, (Reactive Oxigen Species)
por sus siglas en inglés, son compuestos que se derivan de la molécula de oxigeno (O2)
por reduccion quimica parcial. ROS, es un término agrupado que contiene radicales
libres: anion superoéxido (Oze-), radical hidroxilo (OHe) y ciertas especies no radicales
como el peréxido de hidrégeno (H202) que son oxidantes y/o se convierten facilmente en
radicales libresl'®l. En la tabla 1 se presentan las principales especies reactivas del

oxigeno.

Tabla 1. Principales especies reactivas del oxigeno (ROS)

Radicales No radicales
Hidroxilo "OH Perdxidos organicos ROOCH
Alcoxilo RO’ Oxigeno singlete '0,
Hidroperoxilo HOO" Peréxido de hidrégeno H.O:
Superoxido 0," Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo ROO" Acido nitroso HNO,
Oxido nitrico NO* Cation nitrilo NO,"
Dioxido de nitrégeno NO." Peroxinitrito ONOO
Acido peroxinitroso ONOOH
Alguil peroxinitritos ROONO
Ozono O;
Acido hipobromoso HBrO

Fuente: Halliwell y Whiteman16]

Las especies reactivas de oxigeno son radicales libres o precursores de radicales. Los
electrones giran en pares con un espin particular, en los orbitales a esto se lo conoce
como la maxima estabilidad natural; razon por la cual, si existen electrones desapareados

en un orbital, se forman especies moleculares altamente reactivas que tienden a robar
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un electron de cualquier otro atomo para compensar su deficiencia electrénica. El

principal radical libre es el Oxigeno ya que posee dos electrones desapareados(*”.

2.4.1. Dafio oxidativo a biomoléculas

Las especies reactivas de oxigeno que actian como oxidantes biolégicos son
numerosas, pero el oxigeno (O2) es el mayor reductor, la simple adicion de un proton da
lugar a la formacion de H202, convirtiéndose en un agente oxidante muy activol'® (Figura
4).

Figura 4. Reaccion del radical superéxidol*!

Sobre el metabolismo de los principios inmediatos las especies reactivas de oxigeno

producen diversas acciones, las mismas que pueden ser el origen del dafio celular!?l.

e En las proteinas, las especies reactivas de oxigeno pueden inducir en el extremo
la fragmentacion de proteinas, pero ademas existen una serie de alteraciones que
pueden modificar notablemente su funcién, modificando con ello el metabolismo,
la estructura, el transporte, los receptores, las proteinas reguladoras y los
inmunorreguladores, entre otros. Provocan inactivacion y desnaturalizacion0l,

e En los lipidos, donde se produce el mayor dafio en un proceso conocido como
peroxidacién lipidica, que afecta a las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular

produciéndose edema y muerte celular™l,
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e Ocasionando mutagénesis y carcinogénesis sobre los acidos nucleicos por medio
de la modificacién de bases!'?l.

e En los glicésidos, proceden alterando las funciones celulares tales como las
asociadas a la actividad de las interleucinas y la formacion de prostaglandinas,

hormonas y neurotransmisores(t?,

2.4.2. Importancia de las especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno cumplen un papel muy importante en el organismo y
a su vez también pueden ejercer efectos téxicos. Son producidas como resultado del
metabolismo y son fundamentales para la generacion de energia, la sintesis de
compuestos biolégicamente esenciales y la fagocitosis, siendo este un proceso relevante
para el sistema inmunoldgico. Las especies reactivas de oxigeno desempefian un rol vital
en la traduccion de sefales, lo cual es importante para la comunicacion y funcion de las

célulaslisl,

2.5. Radicales Libres

Un radical libre (RL) es una especie quimica (molécula o atomo) que presenta al menos
un electrén no apareado. La mayoria de los radicales libres son en extremo reactivos y
tienden a asociarse “apareando” el electron libre. Los radicales derivados del oxigeno
son altamente téxicos y son capaces de reaccionar con diversas moléculas organicas,
mecanismo a través del cual provocan dafio a nivel celular y tisular, con la consiguiente
alteracion de su funcidn. Recientemente se les ha implicado en diversos padecimientos
como la carcinogénesis, el envejecimiento y con desérdenes de tipo neuroldgico como la

epilepsia, la enfermedad de Huntington y el mal de Parkinson(9],
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Los radicales libres recorren nuestro organismo deseando atrapar un electrén de las
moléculas estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica por medio de
reacciones de oOxido-reduccion. Una vez que el radical libre ha conseguido atrapar el
electron que necesita para aparear su electron libre, la molécula estable que se lo cede
se convierte a su vez en un nuevo radical libre, por quedar con un electron desapareado;
iniciandose asi una verdadera reaccién en cadena que destruye nuestras células; estas
reacciones en cadena se combaten con la accion de los antioxidantes, los cuales

neutralizan los &tomos de oxigenol?%l.

La vida biol6gica media del radical libre es de microsegundos; pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un estrés oxidativo que puede
conducir a diversas enfermedades, tales como envejecimiento, problemas del sistema
cardiovascular (arterosclerosis), problemas en el sistema nervioso, dafio genético

(mutaciones y canceres) [29,

2.5.1. Formacion de los radicales libres

Los radicales libres se pueden formar en el interior de las células como producto de sus
actividades fisiol6gicas normales o a partir de procesos como la hipoxia, en la que se
observa un aumento en la formacién de radicales libres, que pueden inducir
lipoperoxidacién en la membrana de las células del cerebro y con esto alteraciones en la
funcion del mismo. En la tabla 2 se mencionan los sitios de la célula en donde pueden

generarse radicales libres a partir de los procesos fisioldgicos normales(*l,



Tabla 2. Sitios de la célula y reacciones quimicas a partir de las que se generan

radicales libres

Lugar

Reaccion

Reticulo endoplasmico

450

Transporte de electrones dependiente del Citocromo P-

Transporte de electrones dependiente del Citocromo b5

Transporte de electrones (cadena respiratoria;

principales sitios, complejo NADH-CoQ reductasa y

Mitocondria formas reducidas de la coenzima Q: Oz + e—» 0O2Y)
Lipoperoxidacion

Lisosomas Sistema de mieloperoxidasa
Lipoperoxidacion
Lipo-oxigenasa

Membranas Prostaglandina sintetasa
NADPH - oxidasa*

Peroxisomas Oxidasas
Flavoproteinas
Auto-oxidacion de la oxihemoglobina

Citoplasma (Hemo-Fe?* + O2 —» Hemo-Fe3* + 027)

Auto-oxidacion de moléculas pequefas: adrenalina,
tioles, flavin mononucledtido (FMN), Flavin adenin
dinucledtido (FAD), glucosa.

Proceso de transferencia de electrones mediados por
metales de transicion como el hierro y el cobre, o por
enzimas.

Fuente: Gonzalez y col. (19

2.5.1.1. Fuentes endbdgenas de radicales libres
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a) La autooxidacion de compuestos de carbono reducidos como son: proteinas,

aminoacidos, lipidos, glucidos y acidos nucleicos tienen como fin también la formacion

de estos compuestos!198l,

b) Usan el sistema de la NADPH-oxidasa para generar directamente Oz ; las células

fagocitarias (neutroéfilos, monocitos o macréfagos), producen monoxido de nitrogeno

(NO), por accion de la oxido nitrico sintasa sobre la arginina intracelular, como

mecanismo de defensa. La combinacion del Oz con el NO da lugar a la formacion del

ONOO-" el cual es capaz de inducir en las lipoproteinas la peroxidacion lipidicalt®8l,
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c) La reduccién monovalente de la molécula de oxigeno da lugar a la formacién de la
mayoria de los compuestos de la cadena respiratoria, asi los seres vivos que dependen
del oxigeno para la obtencion de energia metabdlica en forma de ATP, producen especies
moleculares oxidantes cuya reactividad y potencial citotoxico debe ser estrictamente
controlados. Como el 95 % del oxigeno que respiramos se reduce por una via alterna de
la citocromo oxidasa, da lugar a formas moleculares parcialmente reducidas de oxigeno
(ROS, de Reactive Oxygen Species) responsables del fendmeno conocido como “Estrés

Oxidativo” [19:8],

d) La activacion catalitica de varias enzimas del metabolismo intermediario como la
xantina y la hipoxantina oxidasa, lipoxigenasa, monoamino oxidasa, aldehido oxidasa,

ciclooxigenasa, son fuentes particulares muy importantes de esta produccion(98l,

2.5.1.2. Fuentes exdgenas con exceso de radicales libres

Los radicales libres pueden generarse también a partir de fuentes exégenas, como las
radiaciones ionizantes, ultravioleta, la visible o térmica, drogas antitumorales, algunos
productos quimicos carcinogénicos, agentes contaminantes, pesticidas y humo del
cigarro; también diversos medicamentos pueden inducir la liberacion de radicales libres,
como el acetaminofén, la neomicina, la polimixina B, la kanamicina, la gentamicina y el

cloramfenicol. Asi como también por!1°2l:

e Alimentos procesados (alimentos sintéticos o tratados con quimicos, calor o
radiacion)

¢ Alimentos viejos (congelados y enlatados posteriormente recalentados)

¢ Alimentos quemados (particularmente asados o grillados)

e Productos de procedencia animal, especialmente carnes rojas

e Consumo de tabaco (activo y pasivo)
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e Alcohol y café

e Conservantes alimentarios.

e Pesticidas (insecticidas, repelentes y venenos)

e Herbicidas

e Articulos de limpieza, pinturas, pegamentos, agentes de propagacion de fuego,
limpiadores de muebles, entre otros articulos

e Humo de los vehiculos

e Contaminacion industrial

e Agua clorada (agua para beber y de las piscinas)

e Exceso de sol (cuando el sol provoca quemaduras, "despellejamiento” y dolor)

e Pildoras anticonceptivas.

1.5.2. Clasificacion
1. Radicales libres inorganicos o Primarios

Se forman por transferencia de electrones sobre el 4&omo de oxigeno, por tanto,
representan distintos estados en la reduccion de este y se caracterizan por poseer una

vida media muy corta; estos son el radical hidroxilo, el éxido nitrico y anién superoxido.
2. Radicales libres organicos o Secundarios

Se pueden producir por la transferencia de un electron de un radical primario a un atomo
de una molécula organica o por la reaccion de 2 radicales primarios entre si, tienen una
vida media un poco mas larga que los primarios; los principales atomos de las

biomoléculas son: nitrégeno, azufre y oxigeno!®l.

3. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del oxigeno

Se incluye aqui un grupo de especies quimicas que a pesar de no ser radicales libres,

son generadoras de estas sustancias o repercuten de la reduccion o metabolismo de
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ellas, entre las que estan el oxigeno singlete, el hidroperdxido organico, el peréxido de
hidrégeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito?1l.

2.5.3. Estrés oxidativo

Este estrés se podria definir como un desequilibrio entre los pro-oxidantes y/o radicales
libres por una parte y los sistemas antioxidantes del organismo por otra. Detras de
muchas enfermedades cronicas, cuya aparicion es retrasada y su gravedad disminuida
por el consumo de alimentos de origen vegetal se encuentran procesos de estrés
oxidativo mediados por radicales libres. El estrés oxidativo conduce progresivamente a

una disfuncién celular que acaba con la muerte de dichas células(.

2.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son defensas no enzimaticas del organismo contra especies reactivas
como O y N, y son esenciales para la salud humana. La mayoria de los compuestos
antioxidantes se introducen en el organismo a través de la dieta. Por lo tanto, es
conveniente establecer métodos que puedan medir directamente la capacidad

antioxidante total de extractos de plantas(?2.

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion (pérdida de
uno o mas electrones) de otras moléculas. La oxidacién es una reaccion quimica de
transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de
oxidacion pueden producir radicales libres que comienzan reacciones en cadena que
danan las células. Los antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del
radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos. Debido a
esto es que los antioxidantes son a menudo agentes reductores tales como tioles o

polifenoles!l,
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Las células presentan mecanismos de proteccion, de manera que los radicales libres
derivados de la activacién del oxigeno pueden ser transformados a productos menos
toxicos 0 no toxicos. La proteccion de las células contra los radicales libres derivados del
oxigeno comprende no solo la captura de estos intermediarios agresivos, sino también la
prevencion de su formacién, la inhibicion de su propagacion y la reparacion de las

lesiones(,

2.6.1. Clasificacion

La primera linea de defensa del organismo contra los radicales libres es la prevencion,
esto implica la accion de procedimientos que bloquean su formaciéon, como seria la
presencia de proteinas que se unen a metales (en particular hierro y cobre) lo que
controla eficientemente la lipoperoxidacién y la fragmentacion del ADN, ya que de esta
manera se evita la participacién de estos metales en las reacciones donde se producen

las diferentes especies reactivas de oxigenol*?l,

Dentro de las proteinas que se ligan a metales se pueden mencionar la ferritina,
transferrina, ceruloplasmina, la albimina y las metalotioneinas. En el plasma sanguineo
la mayor accién protectora es efectuada por la transferrina y la ceruloplasmina. La ferritina
es una proteina intracelular que evita la acumulaciéon de hierro libre, mientras que la
ceruloplasmina es la encargada de captar aproximadamente el 90% del cobre

extracelular. Su actividad mas importante reside en inactivar el radical superéxidolt9l,

En un segundo nivel de proteccion esta la accion de los antioxidantes, que eliminan a los
radicales para suprimir su actividad nociva en la célula. Estos agentes pueden dividirse

en dos categorias: no enzimaticos y enzimaticos!*l.

a. Los antioxidantes no enzimaticos se unen a los radicales libres, y los transfieren
de sitios donde pueden provocar graves dafos (p. ej. las membranas) a

compartimentos celulares donde sus efectos sean menos drasticos (p. e€j. el
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citoplasma), o bien, los transforman en radicales menos agresivos. Ejemplos de
este tipo de antioxidantes son: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato
(vitamina C), glutation, urato, bilirrubina y flavonoides entre otros. La vitamina E,
el B-caroteno y la vitamina C son los Unicos nutrientes esenciales que atrapan
directamente radicales libres. La vitamina C es soluble en agua y se ubica en el
citoplasma celular, mientras que la vitamina E y el B-caroteno son solubles en
lipidos!19,

Otros ejemplos de antioxidantes no enzimaticos son las poliaminas esperminas, la
coenzima Q y los flavonoides, la primera se encuentra normalmente en
concentraciones milimolares en el nlcleo y participa directamente como atrapador
de radicales libres, actuando como el mayor compuesto natural ubicado
intracelularmente y que es capaz de proteger al ADN del ataque de los radicales
libres. La coenzima Q funciona como un antioxidante altamente eficiente en las
membranas celulares en que se encuentra. Los flavonoides por su parte actian
como inhibidores de la lipoperoxidacion, ademas de poder interactuar
directamente con las especies reactivas de oxigeno y como agentes quelantes

para iones divalentes!® (Ver tabla 3).
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Tabla 3. Antioxidantes no enzimaticos (Ex6genos)

Antioxidante

Fuente

Accién antioxidante

Efectos secundarios

Vitamina E
(tocoferol)

Aguacate, batata,
esparragos, espinacas,
tomate, brécoli, zanahoria,

aceites (oliva, maiz,
cartamo, soya), cereales,

arroz integral, lentejas,
yema de huevo,
mantequilla, platano,
moras, frutos secos.

de la membrana celular,

el envejecimiento celular

Mantiene la integridad

protege la destruccion
de la vitamina , retarda

No tiene

Vitamina C
(acido
Ascorbico)

Acelgas, tomates, perejil,
pimiento verde, coliflor,
coles de Bruselas, nabos,
grosellas, citricos, melén,
kiwi, fresas.

Inhibidor de la oxidacién
de lipidos, regenera la
vitamina E, ofrece
proteccién contra todo
tipo de canceres.

Su ingesta en grandes
cantidades puede
ocasionar presencia de
calculo en los rifiones o
vias urinarias

B- caroteno
(pro-vitamina A)

Zanahorias, tomates,
espinacas, melon,
melocotén, mango.

Protege al DNA, detiene
el deterioro de tejidos

Su consumo excesivo
produce descamaciones
de la piel, caida del
cabello, ahogo y vémito.

Flavonoides
(polifendlicos)

Espinacas, cebolla, ajo, té
verde, vino, manzanas,
citricos, peras.

Quela metales

No tiene

Oligoelementos:

Selenio (Se),
Zinc (Zn),
Manganeso

(Mn), Cobre (Cu)

Carne, pescado, cereales
integrales, lacteos, ajo,
cebollas, brdcoli, té, frutos
secos, pifia, visceras,
cacao y derivados.

Forman parte del nacleo
activo de las enzimas
con actividad
antioxidante, mantienen
en buen estado las
funciones hepaticas,
cardiacas y
reproductoras, protector

contra el cancer.

El Se es el més tdxico
de los minerales, su
ingestion en dosis altas
produce pérdida de
cabello, alteracion de
ufas y dientes, nauseas,
vomitos y aliento a leche

agria.

Fuente: Gonzélez y col (2000)19!
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b. Con respecto a los antioxidantes enzimaticos se puede sefialar que en las células
se presentan tres sistemas principales de enzimas antioxidativas: las superoxido
dismutasas, la catalasa y la glutatién peroxidasa.

- Las superodxido dismutasas (SOD) catalizan el cambio del radical superoxido a
peroxido de hidrogeno. La dismutacion es una reaccion en la que dos moléculas de
sustrato idénticas tienen destinos diferentes, en este caso una molécula de
superéxido se oxida y la otra se reduce:

202+ 2H " — H202 + O2 (1)
Estas son una familia de metaloenzimas, que contienen cobre y zinc. De ellas se
conocen al menos tres formas diferentes, que se ubican en el citoplasma de la
célula, en las mitocondrias y en los fluidos extracelulares respectivamente.

- Lacatalasa es una enzima de amplia distribucion, que consiste de cuatro subunidades
proteicas, cada una con un grupo hemo unido a su sitio activo. Se caracteriza ademas
por presentar una tasa de renovacion extraordinariamente elevada (>40 000
moléculas por segundo). Su actividad se localiza basicamente en los peroxisomas, en
donde cataliza la conversién de perdxido de hidrégeno, en agua y oxigeno molecular
en muchos tejidos.

2H202 — 2H20 + O2 (2)

- La glutation-peroxidasa (GP) es una enzima que utiliza como cofactor al selenio, y
gue se ha encontrado en el citoplasma y las mitocondrias de los tejidos animales.
Cataliza la reaccion a través de la cual el glutation reducido (GSH) reacciona con
perdxidos para transformarlos en agua y alcohol. Durante el proceso el glutatién es
oxidado (GSSG), para posteriormente ser regresado a su estado original, por la
enzima glutatiéon reductasa.

2GSH + H202 — GSSG + 2 H20 (3)

Si después de la accion de los antioxidantes el dafio persiste, el Gltimo nivel de proteccion

de la célula consiste en la reparacion de las lesiones, lo que reside basicamente en la

actividad de enzimas que repararan el dafio inducido por los radicales libres al ADN, y de
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otras que destruiran las proteinas dafiadas por los radicales libres o las que removeran
los acidos grasos oxidados de las membranas [,

2.7. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia de inhibir la
degradacion oxidativa disminuyendo la presencia de las especies reactivas de oxigeno
antes de su ataque a diversos sustratos (lipidos, proteinas, DNA). Los compuestos
antioxidantes son esencialmente importantes para los seres vivos, porque tiene la
capacidad de proteger a las células contra el dafio oxidativo de los radicales libres,
cumpliendo un rol preventivo en el desarrollo del envejecimiento y de ciertas

enfermedades!?3.

Esto es de suma importancia debido a que las especies reactivas de oxigeno producen
diversas acciones sobre el metabolismo que puede ser el origen del dafio celular, porque

actaan(z3l:

1. Sobre los lipidos polinsaturados de las membranas produciendo pérdida de fluidez y

lisis celular como consecuencia de la peroxidacion lipidica (PL).

2. Sobre los glacidos, actuan alterando las funciones celulares tales como las asociadas
a la actividad de las interleucinas y la formacion de prostaglandinas, hormonas y

neurotransmisores.
3. Sobre las proteinas produciendo inactividad y desnaturalizacion

4. Sobre los acidos nucleicos mediante la modificacion de bases produciendo

mutageénesis y carcinogenesis

Por otra parte, se debe tener en cuenta que el organismo también utiliza a los radicales

libres para la destruccion de bacterias y patdgenos invasores. Por lo tanto, el problema
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real se presenta cuando las especies reactivas del oxigeno (ROS) sobrepasan tanto las

defensas enddgenas como las exdgenas ocasionando los dafios antes mencionados!?4.

Cabe mencionar que la actividad antioxidante puede ser evaluada tanto experimental
como tedricamente. Cada uno de los métodos que se enfoca en la evaluacién de esta
propiedad ofrece diferente confiabilidad de resultados. Si bien, las determinaciones
hechas mediante métodos experimentales muestran el grado de interaccion entre el
radical libre y el antioxidante mediante un valor, lo métodos tedricos pueden proporcionar

los factores estructurales que provocan ese grado de interaccion?4,

2.8. Fuentes de antioxidantes naturales

En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/antioxidantes, cuando este
equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo el cual esta
implicado en muchos procesos fisiopatolégicos, vide supra. Por tanto, es de vital
importancia el consumo de alimentos que contengan antioxidantes naturales y de esta
manera se pueda mantener el equilibrio entre oxidantes/antioxidantes o incluso esté a
favor de los antioxidantes. Ademas, si tenemos en cuenta que durante la vida se produce
un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, y a medida que el individuo envejece dicho
balance esta a favor de los oxidantes, es de vital importancia un consumo de alimentos

ricos en antioxidantes naturales para contrarrestarlos 41 421,

Las plantas como fuentes de antioxidantes se pueden utilizar para la preservacion del
valor nutritivo previniendo el deterioro oxidativo de lipidos y para propositos medicinales.
La mayor parte de la capacidad antioxidante de los vegetales puede ser debida a los
polifenoles que poseen caracteristicas bioldégicas extensas y, particularmente, a su
propiedad de “secuestrar” radicales libres!*3l. La actividad antioxidante de los polifenoles
es la propiedad de mayor interés, ya que ha sido blanco de un sin nimero de estudios;

este efecto se debe a que contienen en su estructura quimica un numero variable de
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grupos hidroxilo fendlicos, los cuales reaccionan con los radicales libresl*4. La reaccion

se muestra en la ecuacion 4.

00 Qo

Q.M NO, + AMOH ——— = o N NG, +  ArDs
pH 5.0-6.5 B -

NO, NO

DPPH
517 nm (parpura)

-

DFPH
Amarillo

4)
Estudios epidemioldgicos muestran una relacion inversa entre el consumo diario de frutas
y vegetales y el riesgo de enfermedades degenerativas y cronicas, los efectos protectores
de las frutas y vegetales siempre se han atribuido a sus compuestos antioxidantes, como

los polifenoles, carotenoides, y vitaminas C y E“41,

Algunas frutas tropicales como la parchita o maracuya (Passiflora edulis) poseen
metabolitos secundarios como alcaloides, fenoles, flavonoides glicosilados y glicésidos
cianogénicos. La lechosa (Carica papaya) contiene dos importantes compuestos
biolégicamente activos, quimopapaina y papaina que son ampliamente utilizados para
los trastornos digestivos. Se ha demostrado que la papaya, derivados papaina, caricaina,
chymopaina, y endopeptidasa glicerina pueden mejorar las condiciones de pH acido y la
degradacion de la pepsina. Otros compuestos activos de Carica papaya son lipasa, o
CPL, una hidrolasa, que esta estrechamente unida a la fraccion insoluble en agua de la
papaina cruda y se considera, pues como biocatalizador. La piel de la papaya, la pulpay

las semillas también contienen una variedad de fitoquimicos, incluidos fenoles naturales
[31]
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2.9. Determinacion de compuestos fendlicos

2.9.1. Métodos de Extraccién

Los métodos clasicos de extraccion se basan principalmente en la seleccién de solvente,
temperatura o agitacion con el fin de incrementar la solubilidad de los materiales y la tasa
de transferencia de masa. Los compuestos se separan con base en sus solubilidades
entre dos liquidos inmiscibles usualmente agua y un solvente organico para extraccion
liquido-liquido o por el grado de solubilidad de los componentes organicos de una
muestra solida en un solvente organico para extraccion sélido-liquido. Estos procesos
pueden ser acelerados utilizando diferentes técnicas analiticascomo, soxhlet, agitacion y

destilacion [25 261,

Los métodos de extraccidn con técnicas convencionales tienen algunas limitaciones en
relacion con el elevado consumo de disolvente, el largo tiempo de extraccion y la calidad
de los extractos. Recientemente, se han empleado nuevos métodos con técnicas no
convencionales de extraccidén, donde las mas notables son la extraccion asistida por
ultrasonido, la extraccion por microondas, la extraccion con fluidos supercriticos y la
extraccion acelerada con disolventes que permiten solventar parte de estos
inconvenientes. Se han utilizado una gran variedad de técnicas de extraccion para
separar compuestos bioactivos a partir de diversos materiales de plantas, por lo tanto,es
importante evaluar cual de estos métodos de extraccion contribuyen de manera mas

eficiente para mejorar el andlisis de los compuestos de interés!?®l,
2.9.1.1. Extraccién asistida por ultrasonido (EUA) o sonicacion

La mayoria de las técnicas de extraccion consisten en la manipulacién de las propiedades
fisicas de disolventes para reducir su tension superficial, para aumentar la solubilidad del

soluto y para mejorar la tasa de transferencia de masa; en algunos casos, estas
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manipulaciones también inducen cambios en la polaridad del disolvente. La técnica EUA
consiste en utilizar vibraciones mecénicas causadas por las ondas sonoras con
frecuencias superiores a 20 kHz. Las ondas de sonido son intrinsecamente diferentes de
las ondas electromagnéticas, ya que estas ultimas pueden propagarse a través del vacio,

mientras que las ondas de sonido necesitan un medio fisico para propagarse 2.

Durante la sonicacion, las ondas sonoras que se propagan en el medio liquido generando
altas presiones (compresion) y ciclos de baja presion (rarefaccion), con tasas en funcion
de la frecuencia. Durante el ciclo de baja presién, las ondas ultrasdnicas crean pequefias
burbujas de vacio o vacios en el liquido. Cuando las burbujas alcanzan un volumen en el
que ya no pueden absorber la energia, se colapsan violentamente durante un ciclo de
alta presion. Este fenbmeno se denomina cavitacion. Durante la implosion se alcanzan
localmente muy altas temperaturas (aprox. 5.000 °K) y presiones (aprox. 2.000atm). La
implosion de la burbuja de cavitacién también resulta en chorros de liquido de hasta 280

m/s de velocidad®2.

Por estas fuerzas extremas ocurre sondlisis, las paredes celulares sufren ‘lisis” o
rompimiento y se extrae material intracelular. La extraccion asistida por ultrasonidos es
una alternativa econOmica, simple y eficiente en comparacion con las técnicas de
extraccién convencionales. Las principales ventajas de ultrasonido en la extraccion
sélido-liquido incluyen el aumento de rendimiento de la extraccion y cinética mas
rapidal®®.Las ventajas de la técnica de EUA incluyen la simplicidad de los equipos vy la
posibilidad de utilizar diferentes disolventes para la extraccion, incluyendo mezclas como
agua-etanol. En el campo alimentario y farmacéutico, EUA se utiliza para extraer varios
compuestos bioactivos a partir de matrices botanicas, como flavonoides, polifenoles,
alcaloides, terpenoides y antocianinas. El incremento en el rendimiento de la extraccion
de compuestos bioactivos cuando se aplica ultrasonido se atribuye al aumento de la tasa
de transferencia de masa debido a la cavitacién en el disolvente inducido por las ondas

de ultrasonido que pasa por el mediol32],
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La extraccion ultrasénica es una técnica usada con frecuencia en materias vegetales
utilizando disolventes liquidos y ha demostrado ser un proceso rapido y mas completo en
comparacion con los métodos tradicionales debido a que el area de superficie entre la
fase sdlida y el liquido es significativamente mayor debido a la interrupcion de la célula 'y
la dispersion de particulas. El uso de la sonicacion reduce la aplicacion de la temperatura,
lo que permite la extraccion de componentes sensibles a ésta y se puede utilizar con

cualquier disolventel30,

2.9.2. Método para la determinacion de polifenoles

El ensayo Folin-Ciocalteau se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos
totales en productos vegetales. El mecanismo de reaccion es por 6xido-reduccion, por lo
gue ademas puede considerarse también, como un método de medida de la actividad
antioxidante total. Se basa en la reaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo de
Folin-Ciocalteau, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente a 760nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sédico (Na2WO 4 -2H20) y molibdato sodico (Naz2MoO4) en acido fosférico y
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en medio acido), de color amarillo, al
ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya

intensidad se relaciona con el contenido en polifenoles siguiendo la ecuacion 5.
Na2WO4/Naz MO4 —  » (Fenol-MoW11040)* (5)

Mo (VI) (amarillo)) —— > Mo (V) (azul

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una
coloracion azulada que presenta un maximo de absorcién a 760nm, y que se cuantifica

por espectrofotometria en base a una curva patrén de acido galico. Se trata de un método
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preciso y sensible, que puede pasar por numerosas variaciones, fundamentalmente en
lo relativo a los volumenes utilizados de la muestra a analizar, concentracion de reactivos

y tiempo de reaccion!?’],

También se pueden producir variaciones en el modo de expresar los resultados, sin
embargo, el patron recomendado es el 4cido galico que es el antioxidante y conservante
mas comun de origen natural. Este ensayo de analisis de los polifenoles totales, se utiliza
con frecuencia en el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales,
como jugos de frutas, al tratarse de un pardmetro que generalmente, muestra una
estrecha correlacion con los diferentes meétodos de medicion de la actividad

antioxidantel27],

2.9.3. Método para la determinacion de taninos condensados.

El método de la vainillina es utilizado para la determinacion de taninos condensados en
el material vegetal. Se basa en la condensacion del reactivo vainillina con las
proantocianidinas en solucion &cida. La vainillina es protonada, se forma un radical
electrofilico débil que reacciona con el anillo del flavonoide en las posiciones 6 u 8
siguiendo la ecuacion 6. Las reacciones con vainillina pueden ser afectadas por la
naturaleza acida y concentracién del sustrato, el tiempo de reaccién, la temperatura, la

concentracion de la vainillina y el contenido del agua 271,
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MeQ
H MeO

HO +tH___»
0

Vainillina

OH OH

Producto coloreado Compuesto intermediario

(6)

2.9.4. Método para la determinacion de flavonoides

El método esta basado en la formacién de un complejo con aluminio . EI método es
selectivo solamente para los flavonoles y flavonas e implica la medicion de absorbancia
entre 410 y 430nm después de la adicién de la solucion de AICls de acuerdo a la ecuacion
7. El procedimiento en presencia de NaNO:2 en medio alcalino parece ser especifica para
la rutina, luteolina y catequinas, pero también los &cidos fendlicos presentan considerable
absorbancia a 510 nm. Los resultados se expresan generalmente como equivalentes de

rutina (RTE mg/ g de muestra seca)!?8l,

(7)
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2.9.5. Poder reductor: reduccién férrica de la potencia antioxidante

Este ensayo se utiliza comunmente para estudiar la capacidad antioxidante de materiales
de plantas. La capacidad antioxidante de los extractos de frutas es determinada por la
capacidad que tienen dichos los antioxidantes en estos extractos de reducir el Fe3* a Fe?*
resultando en la formacion de un complejo azul (azul de prusia) cuya absorbancia se
puede leer a 700nm, siguiendo la ecuacion 8. Los resultados pueden ser expresados

como equivalentes de acido ascoérbico (EAAs g/ 100g de muestra seca) 29,

OH

OH
QOH
2y 9l
| \I/O S PN S
HO™ ™2 — - 00—
oH O + Fe3* v 0 + Fe?t (8)

2.9.6. Método de barrido de radicales libres (DPPH)

Se basa en la generacién de radicales libres a partir de una solucion metandlica de 1,1-
difenil-2-picril-hidracil. EI| DPPH es un radical libre el cual absorbe a una longitud de onda
caracteristica; esta absorbancia va disminuyendo por reduccién de un agente oxidante o
por especies radicales la cual se monitorea por la disminuciéon de dicha longitud de

ondal??,

En su forma de radical libre, el DPPH+ absorbe a 515 nm y cuando sufre reducciéon por
un antioxidante, esta absorcién disminuye hasta el equilibrio. En consecuencia, la
disminuciéon del radical DPPH+ proporciona un indice para estimar la capacidad de la
muestra de atrapar radicales??l. EI modelo que explica la actividad de un compuesto

como antirradical se ejemplifica con la ecuacién 9.
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DPPHe + (AH), — DPPH—H + (As),
)

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando &tomos de hidrégeno,
dando como resultado, radicales con estructuras moleculares estables que detendran la
reaccion en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical formado (Ae) puede
interactuar con otro radical para formar moléculas estables (DPPH-A, A-A). La reaccion
entre el DPPH+ y un compuesto depende de la conformacion estructural del mismo, por

lo que las comparaciones cuantitativas no siempre son apropiadas/??,

2.9.7. Método de secado: Liofilizacion

Es un proceso de secado que se basa en sublimar el hielo de un producto congelado. El
agua del producto pasa, por tanto, directamente de estado sélido a vapor sin pasar por
el estado liquido, para lo cual se debe trabajar por debajo del punto triple del agua, 0.01°C
y 4.5 mmHg“4,

2.10. Antecedentes en la determinacidn de polifenoles y actividad antioxidante

Yasoubi y coll®®ldeterminaron los compuestos fendlicos de la cascara granada (Punica
granatum L.) extraidos por dos métodos (disolvente y asistida por ultrasonido) con cinco
disolventes (acetona, metanol, etanol, agua y acetato de etilo) y los compararon con
extraccion con fluidos supercriticos (SFE). Los compuestos fendlicos totales se
determinaron con el reactivo de Folin-Ciocalteu usando &cido tanico como estandar. Los
resultados generales muestran que la acetona con sonicacion produjo la maxima
cantidad de compuestos fendlicos a partir de extractos de cascara de granada. A un nivel
de 0,050% del extracto de piel de la granada, su actividad antioxidante fue mayor que

0,02% de los dos antioxidantes sintéticos hidroxianisolbutiiado (BHA) e
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hidroxitoluenobutilado (BHT). Los extractos de piel de granada tenian una proporcion
relativamente alta de actividad antioxidante y podria ser considerado como una rica

fuente de antioxidante natural.

Rodriguez y coll® determinaron actividad antioxidante con los cambios que se producen
en las frutas durante el proceso de madurez, la composicidon proximal y la actividad
antioxidante de cuatro frutas promisorias a las cuales se reconocen potenciales
beneficios mediante ensayos de DPPH y poder reductor. Las frutas evaluadas fueron
mora (Rubus glaucus B), maracuya (Passiflora edulis S.), guayaba (Psidium guajava L.)
y papayuela (Carica cundinamarcensis J.). Determinaron que los cambios de
composicion de las frutas durante la madurez en general fueron equivalentes para las
frutas estudiadas, los sélidos solubles totales (SST) y los azucares reductores
aumentaron con la reduccion de la firmeza. Los azucares reductores alcanzan su maximo
en el estado de madurez plena en contraste con la acidez titulable que decrece. El acido
ascorbico y los compuestos fendlicos aumentan continuamente durante la madurez y la
actividad antioxidante aumenta del estado inmaduro al estado totalmente maduro para

todas las frutas.

Sasikala y colB8linvestigaron la actividad antioxidante in vitro en éter de petréleo, etanol
y extracto de agua caliente de la raiz de Passiflora foetida, hojas, flor, cascara de la fruta
y la semilla. El material vegetal se extrajo en el extractor Soxhlet sucesivamente con éter
de petréleo y etanol. Los extractos de raiz P. foetida, hojas, flor, cascara de frutos y
semillas se analizaron para determinar la cantidad de fenoles totales, taninos y acido
ascorbico (vitamina C). La propiedad antioxidante se estima a través del poder reductor
guelante de metales y la captacion de radicales por ABTS+, DPPH y ensayos de B-
caroteno. La cascara de la fruta P. foetida es mucho mas eficaz en comparacion con otras

partes tomadas para el presente estudio.
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Gayosso-Garcia y coll®l Realizaron un andlisis cualitativo y cuantitativo de los
principales fitoquimicos que se encuentran en la pulpa y cascara de la papaya (Carica
papaya L.) llevandose a cabo en cuatro etapas de maduracion, utilizando cromatografia
liquida de alta resolucion y espectrometria de masas. Obtuvieron que los compuestos
fendlicos identificados en la piel del fruto tienden a disminuir con la maduracion. Los
compuestos identificados fueron el acido ferulico, el &cido p-cumérico y acido cafeico
ademas de los siguientes carotenoides; licopeno B-criptoxantina, p-caroteno y vitamina
C.

Vasanthay coll®ldeterminaron quercetina y glicésidos de quercetina que son moléculas
de flavonoles biolégicamente activas en cascaras de manzanas. Realizaron extracciones
con los disolventes agua, metanol, acetona, acetato de etilo, cloroformo y sus mezclas
utilizando la técnica extraccion asistida por ultrasonido (EUA) con una frecuencia de 20
kHz / 1000 vatios, se expusieron durante 60min (cuatro veces durante 15 minutos cada
uno con 10 minutos de intervalo entre ellos) y la temperatura del ultrasonido fue entre 20
a 28°C. Concluyeron que la extraccion asistida por ultrasonido es un método de

extraccion eficiente para la separacion de los flavonoles en cascaras de manzana.

Wong y col®4 determinaron las propiedades antioxidantes potenciales de la cascara de
fruta de Passiflora edulis, este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las
condiciones de extraccidén sobre el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante.
Las condicione de extraccidn seleccionadas se aplicaron para la posterior determinacion
del contenido de fenoles totales (TPC) del extracto de cascara de la fruta utilizando el
ensayo de Folin-Ciocalteu, y las actividades antioxidantes fueron evaluadas utilizando los
radicales DPPH y ABTS, poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP), y el ensayo de
blanqueo B-caroteno (BCB). Observaron correlaciones positivas entre el TPC y la
actividad antioxidante segun la evaluacion de DPPH, ABTS, FRAP, y ensayos de BCB.
Por lo tanto, como una pérdida del consumo de la fruta Passiflora edulis o subproducto

de la industria de los zumos de fruta, su cascara podria ser considerada como una fuente
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potencial de antioxidante natural para posible alimentos funcionales y aplicaciones

industriales.

Athmouni y col®8determinaron el efecto de diferentes solventes en la extraccion de
compuestos fendlicos en raices de S. undulata, para ello realizaron ensayos de DPPH,
FRAP y ABTS, obteniendo que la extraccion de compuestos fendlicos y su capacidad

antioxidante varia significativamente en funcién del tipo y combinacién de solventes.

Uribe y coll?®l compararon los diferentes métodos de extraccion usando alta presion
hidrostatica (HHPE), ultrasonido (EUA), agitacion (AE) y sus combinaciones para la
extraccion de los compuestos bioactivos de Chilean papaya. La actividad antioxidante fue
evaluada por tres métodos, DPPH, FRAP y Voltametria. Los compuestos fendlicos y
vitamina C fueron determinados por HPLC. Obtuvieron que la combinacién HHPE-EUA
es mas efectiva en la extraccién de los compuestos fendlicos y que por voltametria se

obtiene una mejor determinacion de la actividad antioxidante.

Kokilay colBlutilizaron las cascaras de Carica papaya para la sintesis de nanoparticulas
de plata y evaluaron su potencial antimicrobiano y antioxidante realizando analisis
espectrales UV-visibles y ensayos con DPPH. Obtuvieron que la cascara de C. papaya
es una fuente rica en antioxidantes que permite una buena sintesis de las nanoparticulas

de plata.

Zakia Bey-Ould Si Saida y col®® determinaron la composicion quimica de los extractos
de aceites esenciales de los frutos de Eucalyptus globulus (E. globulus), utilizando el
método cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC / MS), y su
actividad antioxidante (DPPH) comparandola con un estandar de Butilhidroxianisol
(BHA). Obtuvieron altos valores de actividad antioxidante en comparacién con los valores
de BHA.
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Morais y coll®3l determinaron la capacidad antioxidante de aguacate, pifia, banana,
papaya, parchita, patilla y melén en sus diferentes fracciones (pulpa, semilla, cascaras
humedas y cascaras secas) mediante ensayos DPPHe y FRAP. Asi como también
determinaron compuestos fendlicos totales por el método de Folin-Ciocalteau y
flavonoides totales por el método de tricloruro de aluminio. Cuantificacion de é&cidos
organicos (citrico, malico y tartarico) y compuestos fendlicos por UPLC-ESI-MS.
Obtuvieron que la cascara de aguacate presento el mas alto contenido de compuestos
fendlicos totales (1252.31 + 165.62 mgGAE/100 g en base seca), el mayor valor de
capacidad antioxidante por ensayo FRAP (441.83 £ 67.86 ymol FeSO4/g en base seca)
y el valor ECso mas bajo (18.22 + 1.45 pg/mL de DPPH), seguido de la semilla de parchita
(49.71 £ 2.17 pg/mL). Asimismo, la cascara humeda de melon presento los flavonoides
totales mas altos (204.28 + 21,05 mg EQ/100g en base seca).

Oliveira y col®8l evaluaron los cambios en la calidad y metabolismo antioxidante de los
polifenoles durante el proceso de maduracion poscosecha de Passiflora edulis extraidos
por sistemas organicos y convencionales. Fueron evaluados la calidad poscosecha,
variables de metabolismo antioxidante (enzimas y no enzimas), actividad antioxidante
total (TAA), grado de peroxidacion lipidica como indicador del estrés oxidativo y la
actividad de la enzima fendlica asociada, fenilalanina amoniaco liasa (PAL) en frutos
cosechados en etapas de desarrollo: iniciandose / tornandose amarillo (fisiologicamente
maduro) y completamente de color amarillo (maduro). Obtuvieron que, en la etapa inicial
de maduracion, la actividad PAL fue 24% mayor en sistemas organicos que en sistemas
convencionales. Sin embargo, el contenido fendlico total fue mayor en los sistemas
convencionales cosechadas en ambos, al inicio (36,14 mg GAE 100 g-1) y en etapas
maduras (36,47 mg GAE 100 g-1. Determinaron que los resultados sugieren que el
sistema de cultivo organico indujo un estrés oxidativo en parchita, influyendo
negativamente el tamafo de la fruta, aunque inducen el mecanismo de defensa
antioxidante, a través de incrementos de vitamina C y actividad de las enzimas

antioxidantes.
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Septembre-Malaterre y coll®’] evaluaron las propiedades nutricionales y antioxidantes
del platano, litchi, mango, papaya, parchita y pifia de Reunion French lIsland. Los
resultados mostraron que las cantidades totales de carbohidratos, vitamina C y
carotenoides fueron 7,7-67,3 g equivalente de glucosa, 4,7-84,9 mg equivalente de acido
ascorbico y 26,6-3829,2 g equivalente de -caroteno/100 g de peso fresco,
respectivamente. Los polifenoles se detectaron como los mas abundantes antioxidantes
(33.0-286.6 mg equivalente de acido galico / 100 g de peso fresco) con el contenido mas
alto en parchita. ElI analisis de UPLC-MS condujo a identificar derivados de
epigalocatequina y quercetina en platano y litchi, acido ferdlico, sinapico, syringico y
gélico de pifia y mango, y piceatannol en parchita.

Can-Cauich y col®®ldeterminaron el contenido de compuestos bioactivos en extractos
de once céascaras de frutas tropicales en los cuales encontraron alto contenido de
compuestos bioactivos y alta actividad antioxidante. Obtuvieron que las cascaras de la
manzana de azUcar verde y puarpura (rifién verde y morado) presentaron el contenido de
fenoles totales mas alto, flavonoides totales y valores de actividad antioxidante. El
contenido de flavonoides totales y compuestos fendlicos totales fueron altamente
correlacionados con la actividad antioxidante segun se cuantific6 mediante ABTS, DPPH
y ensayos de poder reductor. Los tres ensayos de actividad antioxidante estaban
altamente correlacionados. La cascara de manzana de azucar purpura tenia el mas alto
contenido de catequina. Determinaron que las once céscaras de frutas tropicales
analizadas son fuentes prometedoras de ingredientes bioactivos con propiedades
antioxidantes y aplicaciones potenciales en el disefio de alimentos funcionales o como

conservantes de alimentos.

Rincén y coll®8 evaluaron el contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante,
fibra dietética y vitamina C en las fracciones liofilizadas de cascara de nispero (Manilkara
achras), pomagas (Syzygium malaccense)y dos variedades de guayaba, rosada y blanca

(Psidium guajava) y (Psidium acutangulum). Los polifenoles totales se separaron
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mediante una extraccion liquido-liquido, usando mezcla de solventes organicos y agua y
cuantificados por el método de Folin-Ciocalteau, con acido galico como estandar; la
capacidad antioxidante por el método del 2,2-difenil-1-picrylhydracyl (DPPHe), y el
contenido de fibra dietética y vitamina C se determinaron por métodos oficiales AOAC.
Las cascaras mostraron altos valores de polifenoles extraibles (43,74 — 77,9 g GAE/KQ)
b.s., asi como fibra dietética y vitamina C. El alto contenido de polifenoles se correlaciona
con la capacidad antioxidante. Estos resultados sugieren que las fracciones de las
cascaras de frutas podrian ser utilizadas para obtener «fibra dietética antioxidante», un
nuevo concepto que combina las propiedades de la fibra y compuestos bioactivos con

capacidad antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar la influencia de solventes orgénicos y técnicas de extraccion en la cuantificaciéon
de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en cascaras y semillas de Passiflora
edulis y Carica papaya.

3.2. Objetivos especificos
1. Evaluar el contenido de polifenoles totales, taninos y flavonoides en cascaras y
semillas de Passiflora edulis y Carica papaya, extraidos con solventes de diferentes

polaridades: metanol, etanol, isopropanol y acetona por agitacion.

2. Evaluar el contenido de polifenoles totales, taninos y flavonoides en cascaras y
semillas de Passiflora edulis y Carica papaya, extraidos con solventes de diferentes

polaridades: metanol, etanol, isopropanol y acetona por sonicacion.

3. Determinar la Actividad Antioxidante de los compuestos fendlicos extraidos de las
cascaras y semillas de Passiflora edulis y Carica papaya utilizando el método del
barrido de radicales libres (DPPH?).

4. Determinar el poder reductor de los compuestos fendlicos extraidos mediante

reduccién de un compuesto de hierro.

5. Establecer la relacion entre el contenido de polifenoles, flavonoides, taninos y la

actividad antioxidante de las fracciones de los frutos de Passiflora edulis y Carica

papaya.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Equipos

Para el secado de la muestra se emple6 un liofilizador marca Labconco, la extraccién por
agitacion se realiz6 en un vortex Maxi- Mix Type 65800 marca Thermolyne, la extraccion
por ultrasonido se realizO en un sonicador marca Branson modelo 3510, para la
determinacién de polifenoles y actividad antioxidante se utilizé un espectrofotémetro UV-
Visible, marca Shimadzu, modelo PharmaSpec UV-1700. La molienda de las muestras
se realizé en un molino Household mr. coffee modelo IDS-50. Para la determinacion del

grado de madurez se utilizo un refractdmetro marca Atago, modelo 122049.

4.2. Reactivos
Metanol 99.8%, grado HPLC, marca Merck.

Etanol absoluto 99,8%, grado reactivo, marca Riedel-de Haén.
- Isopropanol al 99,8%, grado reactivo, marca Fluka.

- Reactivo de Folin-Ciocalteau 100%, marca Sigma-Aldrich.

- Carbonato de sodio 99,5%, marca Sigma-Aldrich.

- Tricloruro de aluminio 99%, marca Sigma-Aldrich.

- Rutina 95%, grado HPLC, marca Sigma-Aldrich.

- Vainillina 100%, marca Pandock C.A.

- Catequina hidratada 98%, marca Sigma-Aldrich.

- 1,1- difenil-2-picril-hidracil (DPPH) 100%, marca Sigma-Aldrich.
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- HClI concentrado 37%, marca Riedel-de Haén

- Acido ascorbico 99,7%, marca Sigma.

- Fosfato disodico 99%, marca J. T. Baker.

- Fosfato monosadico 99% marca Matheson Coleman & Bell.
- Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s) 99%, marca Aldrich.

- Tricloruro de hierro (lll) (FeCls)98%, marca Riedel-de Haén.
- Acido gélico 100%, Marca Sigma-Aldrich.

- Acido tricloroacético 99,5%, marca Riedel- deHaén.

- Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) 97%, marca Sigma-
Aldrich.

4.3. Muestras

Las frutas que se utilizaron como materia prima para la obtencién de las cascaras y
semillas de Passiflora edulis fueron adquiridas en el mercado local de Parque Carabobo
y la materia prima de Carica papaya fue adquirida en el mercado local de Quinta Crespo,
ambos ubicados en la ciudad de Caracas, Venezuela, con un grado de madurez

adecuado, con superficie lisa, sin dafios visibles y firmes al tacto.
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4.4. Grado de Madurez

Se determind la cantidad de sélidos solubles totales (SST) en la pulpa de las frutas de
acuerdo al método 953.16 de la AOAC el cual consiste en determinar el porcentaje de

solidos solubles totales (sacarosa) mediante refractometrial*4,

45. Humedad de las muestras

En una capsula de porcelana previamente acondicionada se pes6 exactamente 1g de
muestra, luego se sometid a deshidratacion a 103+3 °C en la estufa con corriente de aire
durante 12 horas, posteriormente se dejé enfriar en un desecador hasta temperatura

ambiente (1 hora), por diferencia de pesada se calculé el % de humedad[#7].

4.6. Preparacion de la muestra

Las frutas Carica papaya y Passiflora edulis se lavaron con abundante agua, luego con
agua destilada, se secaron con un pafio y se procedié a separar las fracciones de las
cascaras y las semillas de la pulpa (descartando la pulpa). Las fracciones de las cascaras
de Carica papaya y Passiflora edulis se cortaron en trozos pequefios. Las semillas de
Passiflora edulis se separaron de la pulpa colocandolas en un colador y presionando las
semillas contra la malla y lavandolas con agua destilada. A cada fraccion de cascaras y
semillas de Carica papaya y Passiflora edulis se le realizaron determinaciones de
humedad de acuerdo al método 945.15 descrito por la AOAC[*Y, asi todos los resultados
se expresaron en base seca. Luego fueron liofilizadas por separado con el fin de extraer
el agua presente y para una mejor preservacion de los constituyentes, especialmente los
polifenoles, los cuales son termolabiles. Finalmente, cada fraccién se molié por separado
en un procesador de laboratorio hasta homogeneizar el tamafio de particula de cada
muestra y se pasaron las cascaras a través de un tamiz de malla 40 mesh y las semillas
se pasaron a través de un tamiz de malla 20mesh. Cada muestra se guardd en bolsas

plasticas herméticas en un desecador al vacio.
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4.7. Preparacion del extracto

4.7.1. Se pesaron 0,25 g de muestra.

4.7.2. Se realiz0 la extraccion por 60 min por agitacion y durante 30min por
ultrasonido.

4.7.3. Ambas extracciones se realizaron por triplicado segun el procedimiento
descrito por Padilla y col® en el cual se extrae primero con 10mL de
una mezcla 50:50 v/v de metanol-agua acidificada a pH 2 (mezcla A) y
luego con 10mL de una mezcla 70:30 v/v de acetona-agua (mezcla B).
Luego se centrifugdé por 10 min y los sobrenadantes se combinaron y
llevaron a volumen con una mezcla 50:50 v/v de las mezclas A y B,
enrasando a 25mL.

4.7.4. Se sustituyo la mezcla de extraccion metanol-agua acidificada a pH 2
por una mezcla de etanol-agua a pH 2 50:50 v/v. Asimismo, se us6 otra
mezcla de isopropanol-agua 50:50 v/v a pH 2.

4.8. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales expresados en base seca.

Los compuestos fendlicos en los extractos alcohdlicos fueron determinados por
espectrofotometria, basados en el procedimiento descrito por Padilla y col B! utilizando el
método de Folin-Ciocalteau. 125 pL del extracto de la muestra o estandar fueron diluidos
adecuadamente con 0,5mL de agua destilada y se afiadieron 125uL del reactivo de Folin-
Ciocalteau. Luego se agregaron 1,25mL de una solucién acuosa de Na2COs al 7%. El
volumen final se ajust6 a 3mL con agua destilada. La mezcla se dej6 en reposo 90 min y
la absorcion se leydé a 760nm. La cantidad de fenoles totales se expres6 como
equivalentes de acido galico (mg EAG /100g de muestra seca). El rango de la curva de

calibracion determinado experimentalmente fue 20-250ug/mL [B29,
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4.9. Contenido total de flavonoides

El contenido de flavonoides fue determinado espectrofotométricamente. EI método esta
basado en la formacién de un complejo con aluminio. Se mezclaron 200uL del extracto
con 200uL de AICls disuelto en etanol (20 g/L) y se diluyé a 5mL con metanol. Se midio
la absorbancia a 415nm después de 40 minutos a 20°C. La concentracion de flavonoides
en la muestra se determind con una curva de calibraciéon empleando rutina como estandar
en metanol y se midio bajo las mismas condiciones. Los resultados se expresaron como
equivalentes de rutina (mg ERT/100g de muestra seca). El rango de la curva de

calibracion determinado experimentalmente fue 5-200ug/mLEl,

4.10. Taninos condensados

El analisis de taninos condensados (procianidinas) se llevé a cabo de acuerdo con el
método de la vainillina modificado [2°. A 500uL del extracto se le agregaron 3mL de una
solucion de metanol —vainillina al 4% y 1,5mL de HCI concentrado. La mezcla se dej6 en
reposo por 15min y se leyo la absorbancia a 500nm. La cantidad total de taninos
condensados se expresé como equivalentes de (+)-catequina (mg CTE/100g de muestra
seca). La curva de calibracion de catequina se prepar6 en un rango entre 10-250ug/mL

determinado experimentalmente 81,
4.11. Determinacién de la capacidad antioxidante
4.11.1. Determinacién del poder reductor

El poder reductor de los compuestos fendlicos se basa en la capacidad de reducir el Fe3*
a Fe?* con formacion de azul de Prusia [?°.Se mezclé6 1mL del extracto con 2,5mL de un
buffer fosfato 200mM a pH=6,36 y 2,5mL de una solucion de KsFe(CN)s al 1%, se incub6
por 30 minutos a 50°C, se afiadieron 2,5mL &cido tricloroacético y la mezcla se centrifugo

por 10 minutos a 3000rpm. Finalmente, una alicuota de 2,5mL se mezclo con 2,5mL de
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agua destilada y 0,5mL de FeClz (0,1%). Posteriormente, se determiné la absorbancia a
700nm. Se cuantificd el poder reductor frente a una curva estdndar de acido ascoérbico
en un rango de 5-100mg/L, ya que el acido ascorbico es un agente reductor natural bien

caracterizado 3!,

4.11.2. Método de barrido de radicales libres.
Se determind la capacidad antioxidante utilizando el método descrito por Rincén y col 29,
Se basa en la reduccion del radical DPPHe por los antioxidantes de la muestra. En forma
de radical el DPPHe absorbe a 515nm, esta absorbancia va disminuyendo indicando un
alto barrido del radical por parte del extracto rico en compuestos polifenolicos
antioxidantes por suministro de atomos de Hz o por donacion de electrones. Los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion (%lnhibicion), el cual es la

capacidad que tienen los polifenoles de inhibir los radicales libres.

Para el desarrollo de este ensayo se tomaron 25 pL del extracto de la muestra y se diluyo
con 975 uL de DPPHe (solucion de 60uM en metanol) y se midié la absorbancia a t=0 y
cada 18 segundos a 515nm por 30 minutos. La cantidad de radicales libres que son
reducidos por accién de los antioxidantes fendlicos se determiné mediante la ecuacion
10.

Ab—-Aa

% inhibicién = * 100 (20)

Donde, Ab es la absorbancia del blanco de la muestra (t=0) y Aa es la absorbancia del

extracto (t=30 min).,

Los resultados también fueron expresados como equivalentes de trolox (mM ETR/g
muestra seca) por regresion lineal utilizando la ecuacion 11, empleando una curva de

calibracion de trolox con un rango de concentracion entre 0,02-0,32 mM“4l,

% Inhibicion = 7,350* AA (mM ETR) — 6,803 (11)
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Donde, AA es la actividad antioxidante.

El trolox es un fenol (figura 5) analogo a la vitamina E, soluble en agua. Se utiliza en
aplicaciones biolégicas o bioquimicas para reducir el estrés o dafio oxidativo. También

es un compuesto utilizado para cuantificar la capacidad antioxidante en una especie

vegetal.
H4C
HO
CHs
H,C 0 lr;?’D
HaC HO

Figura 5. Estructura quimica del trolox

Para las fracciones de semillas de P. edulis y C. papaya el porcentaje de DPPH
remanente (% DPPH rem) el cual es el porcentaje de DPPH que no fue atrapado por los

antioxidantes o que no reacciono fue calculado de la siguiente manera:

Se monitorearon cada 18 segundos los valores de absorbancia hasta alcanzar el
equilibrio. Conociendo el valor de “m” (pendiente) y “b” (punto de corte) de la curva de
calibraciéon de DPPHe se calcul6 el valor de x (concentracion de DPPH) segun la

ecuacion (12)
% DPPH rem= [% DPPH]r / [% DPPH]r-o (12)
Donde,

[% DPPH]r = Concentracion de DPPH en el medio de reaccion (g/L) determinada por
regresion lineal y calculada a partir de una curva de calibracion obtenida con diferentes

concentraciones de la solucién de DPPH vs la absorbancia.

[% DPPH]t=0 = Concentracion inicial del reactivo DPPH
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Se realizé una gréfica entre el % DPPH rem (variable dependiente) vs las
concentraciones de los extractos polifendlicos (variable independiente) para determinar
la cantidad de antioxidante necesario para disminuir un 50% la concentracion inicial de
DPPH. Este parametro de denomina ECso.La concentracion de ECso es expresada en g
de antioxidante/g de DPPH.

El tiempo (TECso) para alcanzar el estado de equilibrio a ECso se calculd por regresion
lineal graficando el tiempo en el estado de equilibrio vs las diferentes concentraciones de
los extractos antioxidantes. También se calculd la eficiencia antirradical (EA), el cual es
un parametro que toma en cuenta el tiempo para alcanzar el estado de equilibrio y la
concentracion del antioxidante necesario para disminuir un 50% el radical DPPH. La
ecuacion que relaciona ECso y TECso es 2%

EA= 1/(ECso0 x TECs0) (13)

4.12. Analisis de resultados

Los datos se expresaron como promedio + desviacién estdndar (n=3). El analisis de
varianza (ANOVA) se realiz6 usando el programa estadistico Statgraph plus, versién 5.0
para Windows. El andlisis de correlacion se realizd para evaluar la asociaciéon entre el
contenido de polifenoles totales, flavonoides, taninos y la actividad antioxidante. Los

resultados se consideraron significativos cuando p < 0,05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Determinacién de grado de madurez.

El proceso de maduracion de la fruta da lugar a cambios fisiolégicos y bioquimicos que
modifican la composicion de los frutos y fomentan su consumo como fruta fresca. La
pérdida de firmeza de las frutas es consecuencia de los cambios en los constituyentes
en las paredes de los enlaces débiles célula-célula y por lo tanto, pérdida de rigidez y
firmeza, ocasionando ablandamiento, lo que indica madurez!“8l, El grado de madurez de
las frutas se determind en grados Brix por refractometria los cuales estan directamente
relacionados con la cantidad de sélidos solubles totales (SST) o azucares (sacarosa)
presentes en el material vegetal®3. La cantidad de SST encontrados en las pulpas de
Passiflora edulis y Carica papaya se muestran en la figura 6.
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Pulpa P. edulis Pulpa de C. papaya

1.- Rodriguez y col¥; 2.- Pinzén y col®; 3.- Umafia y col®¥; 4.- Santamaria y col™

Figura 6. Comparacion de solidos solubles totales en pulpa de P. edulis y C. papaya.
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La maduracion es el conjunto de cambios externos e internos, como el sabor y la textura,
gue un fruto experimenta cuando completa su crecimiento. En esta fase de desarrollo del
fruto cambia la coloracion del pericarpio, disminuye el contenido de almidén, aumenta la
concentracion de azucares, se reduce el contenido de acidos, hay pérdida de firmeza y
otros cambios fisicos y quimicos. Superada esta etapa, el fruto pierde firmeza y aumenta
su sensibilidad a las condiciones del medio ambiente [68l. Es decir; que en los frutos la
maduracion se define como la fase en la cual un producto ha alcanzado un estado
suficiente de desarrollo como para que después de la cosecha y del manejo post-

cosecha, su calidad sea aceptable [6°],

En la figura 6 podemos observar la cantidad de azlcares que posee la muestra
comparados con los reportados en la bibliografia. Se puede observar que en el caso de
Pasiflora Edulis los valores de madurez estan alrededor de 16 g sacarosa/100g siendo la
fruta de este trabajo de investigacion la que posee mayor contenido de azUcares
comparado con los reportados por Rodriguez y col®*3l'y Pinzén y col®8l. En el caso de
Carica papaya Umarda y col®® y Santamaria y col™ reportan valores inferiores de
azucares a los determinados en este estudio (alrededor de 13g/100g). El contenido de
SST esta constituido por 80 a 95% de azucares y la medida de SST se encuentra
asociada con los azlcares disueltos en el jugo celular por lo que a mayor cantidad de
sacarosa mayor madurez/®. Asimismo, las frutas se encontraban sin dafos visibles y
firmes al tacto por lo que se consider6 que poseia un grado de madurez adecuada para

los posteriores estudios.

5.2. Determinaciéon de humedad

La determinacion de humedad tanto en las muestras frescas como en las harinas de las
fracciones de las frutas en estudio es de gran importancia, ya que los datos sobre
contenido de humedad se utilizan para expresar los resultados analiticos en una base
uniforme. La figura 7 muestra la humedad de las muestras frescas y en las harinas

liofilizadas de cada fraccion de Passiflora edulis (parchita) y Carica papaya (lechosa).
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Figura 7. Resultados de la determinacion de humedad en cascaras y semillas de P. edulis

(parchita) y C. papaya (lechosa) frescas y en las harinas.

La humedad se determina ya que todos los alimentos contienen agua en mayor o menor
proporcion, ademas, este parametro indica la variabilidad en la composicion de las frutas.
El agua se encuentra en los alimentos en dos formas: agua libre y agua ligada. El agua
libre es la forma predominante, se libera con facilidad por evaporacién o por secado. El
agua ligada esta combinada o unida en alguna forma quimica a las proteinas y a las

moléculas de sacaridos y adsorbida en la superficie de las particulas coloidales I,

El hecho de conocer este contenido es de gran importancia y poder modificarlo tiene
aplicaciones inmediatas: saber cual es la composicion centesimal del producto, controlar
las materias primas en la industria y facilitar su elaboracion, prolongar su conservacion
impidiendo el desarrollo de microorganismos y otras reacciones de deterioro quimicas o

enzimaticas indeseables, mantener su textura y consistencia 46,
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El contenido de humedad de las harinas utilizadas para el desarrollo de este estudio es
mucho menor al de las muestras frescas, pudiendo estas almacenarse y utilizarse para

posteriores estudios.

5.3. Cuantificaciéon de polifenoles totales

Los polifenoles son compuestos aromaticos que generalmente presentan grupos
funcionales oxigenados y en la mayoria de los casos son fenoles. Esta expresién engloba
una amplia gama de estructuras de las cuales los flavonoides y sus derivados son las
mas abundantes, entre los compuestos de bajo peso molecular. La tabla 4 muestra el
contenido total de estos compuestos fendlicos en las fracciones de P. edulis y de C.
papaya de acuerdo a la técnica de extraccion utilizada y empleando diferentes solventes

de extraccion con distintas polaridades.

Tabla 4. Polifenoles totales en las fracciones de P. edulis y C. papaya determinados por
el método de Folin-Ciocalteau expresados como mg EAG/100g de muestra secal
utilizando diferentes técnicas y solventes de extraccion, manteniendo constante el
solvente acetona: agua?.

Agitacién Sonicacién
Solventes de extraccion? Solventes de extraccion?
Muestra MeOH (mg EtOH (mg IsopOH (mg MeOH (mg EtOH (mg IsopOH

EAG/100g EAG/100g  EAG/100g EAG/100g  EAG/100g b.s) (mg
b.s) b.s) b.s) b.s) EAG/100g

b.s)
CP 6592A + 7 568°A + 9 7394+ 3 69994+ 6 588¢A+ 7 7177+ 6
SP 15602A+7  1049bA +5 11654+ 9 129198+ 13 164588+ 10 221978+ 7
CL 9122A+9 744PA + 9 856°"+ 6 860°4A+ 9 847,29+ 0.5 867°+4
SL 5223A + 2 677°A £ 7 616°A+ 9 90298+ 1 623°B+ 10 63278+ 12

IDatos son expresados como promedio + desviacién estandar (n=3).

230lventes empleados en el primer ciclo de extraccién, siendo constante acetona:agua (70:30) en el segundo ciclo de extraccion
EAG: equivalentes de &cido gélico. CP= céscara de parchita, SP= semillas de parchita, CL= cascara de lechosa, SL= semilla de
lechosa, MeOH= metanol, EtOH= etanol, IsopOH= isopropanol, b.s= base seca.

Letras minudsculas en el superindice, indican el efecto del solvente de extraccion sobre el contenido de polifenoles. Letras mayusculas
en el superindice, indican el efecto de la técnica de extraccion sobre el contenido de polifenoles. Letras diferentes en una misma fila
indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05.
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Los polifenoles totales determinados espectrofotométricamente se cuantificaron por
regresion lineal, usando una curva de &cido gélico (figura 8) en el rango de 20-250ug/mL

como estandar.
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Figura 8. Curva de calibracion de &cido galico para la determinacion de polifenoles
totales

La tabla 4 sefiala la cantidad de polifenoles totales, expresados como mg equivalentes
de acido gélico por 100 g de muestra en base seca (MgeAG/100g b.s.), empleando dos
técnicas de extraccion y tres solventes con diferentes polaridades en el primer ciclo de
extraccién, manteniendo constante el segundo solvente de extraccién acetona:agua

(70:30) en el segundo ciclo de extraccion.

Un factor influyente en la extraccién de los compuestos fendlicos es la polaridad del
solvente. Se puede observar que el mejor solvente para las fracciones de P. edulis es
isopropanol y para las fracciones de C. papaya es metanol, esto es debido a la polaridad
y afinidad de los compuestos fenélicos por el solvente. La polaridad del solvente es un
parametro que mide la solubilizacion de un soluto y aumenta con la disminucion de la
cadena carbonada en su estructura y la posicion del grupo polar. Por otra parte, la
polaridad de los solventes de extraccion va en el orden MeOH>EtOH>IsopOH siendo el

metanol el mas polar y el isopropanol el menos polar; ya que este Ultimo posee tres
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atomos de carbono en su estructura, posicionandose el grupo polar (OH-) en el C: el cual
comparado con el grupo de solventes es el que posee mayor impedimento estérico,
ademas puede tener mas problemas para solvatar debido a su tamafo. Por lo tanto, se
podria decir que la mayoria de los compuestos fendlicos presentes en las fracciones de
P. edulis son menos polares que los presentes en las fracciones de C. papaya; es decir,
los compuestos fendlicos menos polares podrian estar sustituidos con unidades de
isopreno mientras que los mas polares podrian estar sustituidos con mas grupos polares

como OH-.

Al evaluar el efecto del solvente de extraccion sobre el contenido de polifenoles se
encuentra que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el
contenido de polifenoles en las fracciones de semillas de Passiflora edulis y, no existen
dichas diferencias entre los extractos de semillas de Carica papaya utilizando
isopOH/agitacion y EtOH/sonicacion. Asimismo, en las cascaras de las frutas estudiadas
no existen diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) empleando las técnicas de
agitacion y de sonicacion por separado observando que la eficiencia en la extraccion se

ve afectada por la naturaleza del disolvente (ver apéndice A).

En el caso de la cascara de P. edulis (CP), el mejor solvente de extraccion fue el alcohol
isopropopilico para ambas técnicas (agitacion y extraccién), obteniéndose el mayor
contenido de polifenoles (PP) (739+3mgEAG/100g y 717+6mgEAG/100g b.s), no
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre las dos técnicas usadas
(agitacion y sonicacién, p>0,05). En la semilla de P. edulis (SP), el isopropanol usando la
sonicacion resultd el mayor contenido de polifenoles totales (2219+ 7mgEAG/100 g b.s).
La cascara de C. papaya (CL) arrojo un mayor contenido de PP usando MeOH con
agitacion (856x6mgEAG/100g b.s) sin diferencias significativas entre las técnicas de
extraccidon, mientras que las semillas de C. papaya (SL) presentaron un mayor contenido
de PP al usar MeOH y sonicacion (902+1mgEAG/100g b.s). Se puede resaltar que la
cantidad de polifenoles extraidos en cascara de C. papaya con los solventes MeOH y
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EtOH usando sonicacion no presentan diferencias estadisticamente significativas. Por
otro lado, el contenido de polifenoles totales extraidos con los solventes IsopOH usando
agitacion y MeOH por el método de sonicacion tampoco muestran diferencias

significativas entre si (p>0,05).

En las semillas de P. edulis la mayor cantidad de PP se obtuvo en el extracto
isopropandlico por sonicacién, esto se puede deber a que las semillas poseen grasa y
las ondas de agua producidas por el ultrasonido penetran el tejido vegetal extrayendo
con mayor facilidad los compuestos fendlicos. De esta manera, la fraccion con mayor
contenido de polifenoles son las semillas de P. edulis usando isopropanol y sonicacion,
luego la cascara de C. papaya usando metanol sin diferencia entre las dos técnicas,
seguida de las semillas de C. papaya empleando metanol y sonicacion, y finalmente las

cascaras de P. edulis empleando isopropanol y agitacion.

Comparando los valores reportados en la bibliografia para el contenido de polifenoles en
fracciones de desecho de P. edulis y C. papaya con los obtenidos experimentalmente en

este estudio, se obtiene los resultados de la tabla 5.
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Tabla 5. Comparacion de los valores obtenidos experimentalmente de polifenoles totales

en fracciones de P. edulis y C. papaya con los reportados por otros autores.

Material vegetal

Valor obtenido

Valor reportado

Investigadores

1584,00+0,63mgEAG/100g

Wong y col (2014)B4

253+3 mgEAG/100g Da Silva y col
Céascara de P. (2014)159
edulis 717-739 864,6+0,1mgEAG/100g Sanchez y col
mgEAG/100g (2010)19
467+38 mg EAG/100g Da Silva y col
(2014)P1
269,75+15,31 mgEAG/100g Morais y col (2015)52
semillas de P. 2219mgEAG/100g 64 mg EAG/100g Lépez-Vargas y col
edulis (2013)2
36,47+3,80 mgEAG/100g Oliveira y col
(2016)155]
Pulpa de P. N/D 830+22mg EAG/100g Da Silva y col
edulis (2013)P4
286,6+20,4 mg EAG/100g Septembre-Malaterre
y col (2016)[8]
860-912 0,99+0,04mgEAG/100g Nieto-Calvache y col
Céscaras de C. mgEAG/100g (2016)b7
papaya 344,47+57,60 mgEAG/100g Morais y col (2015)52
54mgEAG/100g Faller y Fialho
(2010)58]
Semillas de C. 902mgEAG/100g 67,95+0,73mgEAG/100g Morais y col (2015)2]
papaya
79,5+0,09mgEAG/100g Pavan y col (2014)
98mgEAG/100g Faller y Fialho
Pulpa de C. (2010)81
papaya N/D 171,68mgEAG/100g Kelebek y col®

325,97+64,46mgEAG/100g

Morais y col (2015)52

“Solo” 41,31+5,5mgEAG/100g y
“Colombo” 33,4+3,1mgEAG/100g

Septembre-Malaterre
y col (2016)8!

N/D = No determinado. EAG= Equivalentes de acido galico.

Esto muestra que el desarrollo fitoquimico de estos frutos naturales depende de la zona

geografica (suelos), el clima, la madurez, y si existen factores de estrés y tiempo de

cosecha para su formacion8l*7al, Sin embargo, al ser mayor el contenido de polifenoles

en las fracciones de desecho se les podria considerar una fuente rica en compuestos
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antioxidantes provenientes de una fuente natural y que pueden ser aprovechados en la
industria de alimentos, farmacéutica y cosmética para su utilidad. Esto es muy importante
ya que el contenido de polifenoles puede ser utilizado como un indicador de la capacidad

antioxidante de la matriz de un producto alimenticiol®l.

De igual manera se puede observar en la tabla 6 la cantidad de polifenoles totales
determinados en otras materias primas consideradas desechos de frutas reportados en
la bibliografia.

Tabla 6. Valores de polifenoles totales reportados por otros investigadores determinados

en cascaras o semillas de diferentes frutas.

Material Vegetal Valor reportado Investigadores
Cascaras de Citrus reticulata 5180+90mgEAG/100g Cheny col (2017) 61
(tangarina)
Cascaras de Rusbus 12690+0,0 mgEAG/100g
glaucus (mora andina o mora
de castilla) Sanchez y col (2010)
Céscaras de Cyphomandra 1451+11mgEAG/100g
betacea (tamarillo)
Semillas de Theobroma 6660+60mgEAG/100g
cacao (cacao)
Semillas de Capsicum 790+80mgEAG/100g
bacatum (aji dulce verde) Rincén y col (2011) 29
Semillas de Capsicum 740+90mgEAG/100g
bacatum (aji dulce rojo)
Semillas de Artocarpus altilis 260+10mgEAG/100g
(fruto de pan)
Semillas peladas de 1722+84,4mgEAG/100g, Albertos y col (2015) [62
Trachurus trachurus
(algarroba)
Semillas de Visconcellea 3,8mgEAG/100g por agitacion Briones-Labarca y col
pubescens (papaya chilena o 4,2mg EAG/100g por (2015)631
papayuelo) sonicacioén

EAG= Equivalentes de &cido gélico
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El contenido de polifenoles totales es un indicador de actividad antioxidante en las frutas,
y tradicionalmente son determinados en pulpas de frutas debido a que éstas son las
fracciones que son consumidas como alimento. Esta actividad antioxidante de los
polifenoles se debe, principalmente, a sus propiedades redox y su estructura quimica,
que le confieren la capacidad para atacar radicales libres de forma directa, ya sea
mediante una transferencia de un &tomo de hidrogeno, o una transferencia de un electrén,
asi como la capacidad para quelar metales de transicion. En este sentido, los elevados
valores de polifenoles totales obtenidos en cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya
(tabla 4) sugieren que estas fracciones de las frutas pueden ser utilizadas como
antioxidantes y conservantes y se postulan como candidatas para estudios posteriores
relacionados con la determinacién, elucidacién y medicién de actividades biologicas tanto
in vitro como in vivo de los polifenoles que posee, asi como la biodisponibilidad y toxicidad

de los mismos.

5.4. Cuantificacién de flavonoides totales (flavonas y flavonoles).

Los flavonoides poseen un amplio rango de propiedades farmacoldgicas. Su importancia
en la salud humana radica en su capacidad de secuestrar radicales libres®8. Los
flavonoides sin ser metabolitos primarios, se encuentran en casi cualquier vegetal
superior (frutas, arboles, entre otros), forman parte de los polifenoles siendo estos
compuestos diversos y conocidos de plantas vasculares. Ellos poseen varias funciones.
Asi, se consideran como antioxidantes y secuestradores de radicales libres, agentes
antimicrobiales, y antinutricionales, fotoreceptores y protectores contra la luz UV, agentes
quelantes de metales, entre otrosl*’®. Los representantes mas abundantes de los
flavonoides naturales son las flavonas y los flavonoles, los cuales se han aislado tanto
libres como formando glicésidos y estan distribuidos en todos los 6rganos de las plantas.
Los compuestos mas frecuentes de estos grupos son apigenina, y apiina (7-O-

apioglucésido), la luteonina y sus glicésidos, la quercetina (de mayor abundancia) y rutina
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(3-O-rutinésido), el kampferol y sus glicésidos y generalmente la unidad de azlcar se

encuentra en el anillo A“47cl,

Debido a que son los compuestos mas comunes en todo material vegetal con una amplia
gama de funciones naturales, se cuantifico el contenido de flavonoides totales (flavonas
y flavonoles) presentes en las fracciones de cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya

los cuales se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Flavonoides totales (flavonas y flavonoles) en las fracciones de P. edulis y C.
papaya determinado por acomplejamiento con tricloruro de aluminio expresados como
mg ERT/100g de muestra secat utilizando diferentes técnicas y solventes de extraccion,
manteniendo constante el solvente acetona:agua?.
Agitacion Sonicacién
Solventes de extraccion? Solventes de extraccion?

Muestra MeOH (mg EtOH (mg IsopOH (mg  MeOH (mg EtOH (mg IsopOH (mg
ERT/100g ERT/100g ERT/100g ERT/100g ERT/100g ERT/100g

b.s) b.s) b.s) b.s) b.s) b.s)
CP 23124+ 10 14804+ 9 263¢A+ 6 205%B+ 10 168¢E+ 8 19598+ 7
SP 35624+ 8 412bA+ 8 35534+ 6 478°B+ 15 3214B+ 9 538¢8+ 9
CL 21624+ 10 1294+ 10 131°A+ 5 22228+ 8 13008+ 5 383c¢B+ 4
SL 272A+ 3 35PA+ 2 46°A+ 4 234B+ 1 23%B+ 4 26398+ 5

1Datos son expresados como promedio + desviacion estandar (n=3).

2Solventes empleados en el primer ciclo de extraccién, siendo constante acetona:agua (70:30) en el segundo ciclo de extraccion
ERT: equivalentes de rutina. CP= céscara de parchita, SP= semillas de parchita, CL= cascara de lechosa, SL= semilla de lechosa,
MeOH= metanol, EtOH= etanol, IsopOH= isopropanol, b.s= base seca

Letras minusculas en el superindice, indican el efecto del solvente de extraccion sobre el contenido de flavonoides. Letras mayusculas
en el superindice, indican el efecto de la técnica de extraccion sobre el contenido de flavonoides. Letras diferentes en una misma fila
indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05.

El contenido de flavonoides se determiné espectrofotométricamente mediante el método
de quelacion con tricloruro de aluminio y se cuantificaron frente a una curva de rutina en

un rango5-200ug/ml (figura 9) por regresion lineal.



77

y = 0,0012x+ 0,0452 o

0,25 RZ = 0,9988
o 02
S -
o L
2 0,15 et
[=] .8
2 .
< 01

.o
0,05 @®
(8]
0 50 100 150 200 250

Concentracién (ppm)

Figura 9. Curva de calibracion de rutina para la determinacion de flavonoides totales en
las fracciones de P. edulis y C. papaya.

Se muestra en la tabla 6 el contenido de flavonoides totales extraidos en cada una de las
fracciones de las muestras de P. edulis y de C. papaya. Se puede observar que los
flavonoides en cada muestra presentaron mayor afinidad al solvente isopropilico, aspecto
gue sugiere que su polaridad podria ser similar; sin embargo, la técnica de extraccion
influy6 en el contenido final obtenido. Se puede observar que para la cascara de P. edulis
el mayor contenido de flavonoides se obtuvo con el solvente isopropilico extraidos por
agitacion (26316 mgERT/100g de muestra seca), mientras que para las semillas el mayor
contenido de flavonoides se obtuvo en el extracto isopropilico por sonicacion (5389
MgERT/100g de muestra seca). Estos valores de flavonoides totales concuerdan con los
obtenidos para los polifenoles totales en los mismos extractos (tabla 4) siendo el

isopropanol un buen solvente de extraccion de estos compuestos fendlicos.

Por otra parte, en la cascara de C. papaya el mayor contenido de flavonoides totales se
obtuvo en el solvente isopropilico por sonicacion (383+4 mgERT/100g de muestra seca)
y para las semillas la mayor concentracion fue para el extracto isopropilico por agitacion
(46£4mgERT/100g de muestra seca). En este caso, la obtenciobn de mayores
concentraciones de flavonoides con isopropanol como solvente no concuerda con lo
encontrado en la determinacion de polifenoles totales (tabla 4) para las mismas muestras.

Este resultado podria atribuirse a que los flavonoides presentes en esta muestra son
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menos polares que el metanol y poseen mayor afinidad con el isopropanol, lo que hace
este solvente mas eficiente en su extraccion, debido a que el método es selectivo para
flavonas y flavonoles (figura 3), y su extraccion es impulsada por la técnica utilizada.
Adicionalmente, extraer estos compuestos a partir de esta matriz natural puede ser
complicado debido a la diversidad y sensibilidad de estos compuestos a la oxidacion y a
la hidrolisis!38l.

En el Apéndice B se resume la comparacion estadistica de las dos técnicas de extraccion
de flavonoides, asi como de los solventes utilizados. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las técnicas de sonicacion y agitacién (p<0,05),
indicando que esta tiene influencia en la extraccion del contenido de flavonoides totales

en cada muestra.

Adicionalmente, al comparar el contenido de flavonoides totales extraidos con cada uno
de los solventes se puede observar que los flavonoides en la cascara de P. edulis en el
extracto metandlico por sonicacién no poseen diferencias estadisticamente significativas
con los extraidos con isopropanol por la misma técnica (p>0,05). De igual forma, entre
los flavonoides en los extractos metandlico e isopropilico usando agitacion para las
semillas de P. edulis no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05).

Esta misma tendencia se observo en el contenido de flavonoides en las cascaras de C.
papaya en los extractos etandlico e isopropilico por agitacién y el extracto etandlico por
sonicacion a pesar de emplear dos métodos distintos. De igual manera, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los extractos metandlico por agitacion y
sonicacion para la misma fraccion (p>0,05). En el caso de semillas de C. papaya los
flavonoides en los extractos metandlico, etandlico e isopropilico por sonicacién tampoco
poseen diferencias significativas entre si (p>0,05) al igual que en los extractos metandlico

por agitacion e isopropilico usando sonicacion. Esto puede ser debido a que la cantidad
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de flavonoides en las muestras podrian ser similares y la aplicacion de un método u otro

facilita la extraccion.

Se utilizaron valores reportados respecto al contenido de flavonoides en céscaras y
semillas de P. edulis y C. papaya frente a otras curvas de calibracion los cuales se

observan en la tabla 8.

Tabla 8. Valores obtenidos experimentalmente de flavonoides totales en fracciones de P.

edulis y C. papaya con los reportados por otros autores.

Material vegetal Valor obtenido Valor reportado Investigadores
263+ 6 11745 mgECT/100g Da Silva y col
Céascaras de P. edulis mgERT/100g (2014)B1
89,10+£18,00mgEQ/100g Morais y col (2015)52
538+ 9 76,49+12,82mgEQ/100g Morais y col (2015)52
mMgERT/100g (380mgERT/100g en Lopez-Vargas y col
Semillas de P. edulis extracto etanélico y (2013)53!
512mgERT/100g en
dimetilsulfoxido (DMSO)
vitexina (40£5mg/100g), Da Silva y col
isovitexina (50+4mg/100q) e (2013)534
Pulpa de P. edulis N/D isorientina (105+3mg/100g)
5,83+1,80mg/100g Oliveira y col
(2016)55!
70,1+0,5 mgEQ/100g Septembre-Malaterre
y col (2016)[8]
Céscaras C. papaya 383+ 4 119+17,29 mgEQ/100g
mgERT/100g 65,37+14,86mgEQ/100g Morais y col (2015)2!
Semillas C. papaya 4614 1,59+0,03mgEQ/100g
mgERT/100g
Pulpa de C. papaya N/D 26,4+0,004mgECT/100g Pavan y col (2014)[6%
papaya “Solo” Septembre-Malaterre
1,7+0,0mgEQ/100g y y col (2016)[8]
papaya “Colombo”
1,5+0,2mgEQ/100g

N/D= No determinado

ETR= Equivalentes de rutina, ECT= equivalentes de catequina, EQ= equivalentes de quercetina.
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En este sentido, se consideraria las fracciones de cascaras y semillas de Pasiflora edulis
y de Carica papaya como fuentes ricas en flavonas y flavonoles que actian como
antioxidantes naturales. De igual manera, se menciona la cantidad de flavonoides
determinados en otras materias primas consideradas desechos de frutas las cuales se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Valores de flavonoides totales determinados en pulpa, cascaras y semillas de

diferentes frutas reportados por otros investigadores.

Material Vegetal

Valor reportado

Investigadores

Semillas de Vasconcellea
pubescens (papaya chilena)

55mgEQ/100g por extraccién
convencional

110mgEQ/100g por sonicacion

Briones-Labarca y col (2015)(62

semillas de Persea americana
(aguacate)

30,02+6,26mgEQ/100g

cascara de Persea americana
(aguacate)

10,72+1,80 mgEQ/100g

cascara de Ananas comusus
(pifia)

83,69+14,83 mgEQ/100g

cascara de Musa acuminata
(platano

14,60%3,76 mgEQ/100g

semillas Citrullus lanatus (patilla
0 sandia)

24,72+4,08mgEQ/100g

Cascaras Citrullus lanatus
(patilla o sandia)

92,38+18,62mgEQ/100g

Semillas de Cucumis melo

3,61£0,19mgEQ/100g

Morais y col (2015)52

(melon)
Céscara de Cucumis melo 199,98+59,68mgEQ/100g
(melon)
Pulpa de Ananas comusus 2,0+£0,3mgEQ/100g
(pifia)

Mangifera indica L

mango José 6,4+2,0mgEQ/100g
y mango americano
5,3+0,2mgEQ/100g

Pulpa de Musa acuminata

platano pequefio
9,1+1,5mgEQ/100g y platano
grande 9,9+2,8mgEQ/100g

Pulpa de Litchi sinensis (Litchi)

53,3+5,9mgEQ/100g

Septembre-Malaterre y col
(2016)58]

EQ= equivalentes de quercetina.
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5.5. Cuantificaciéon de taninos condensados.

Las plantas vasculares presentan una mezcla compleja de compuestos fendlicos y entre
ellos los flavonoides poliméricos de alto peso molecular y estructuras mal definidas que
por hidrélisis producen antocianidinas y flavanoles. Este grupo de sustancias se conocen
como proantocianidinas y forman parte de los taninos condensados. Las
proantocianidinas son responsables de un gran nimero de reacciones, por ejemplo, la
precipitacion de polisacaridos, alcaloides, proteinas y como parte de estas ultimas, las
enzimas de la saliva, confiriéndoles las caracteristicas astringentes a los vegetales que

los poseen, y que son atribuidos a los “taninos”.

Los taninos son sustancias que producen endurecimiento del cuero, estan ampliamente
distribuidos en dicotiledéneas lefiosas; su funcidon en las plantas no esta clara, pero
debido a su abundancia en los tejidos jévenes y en las heridas causadas en el tallo,
particularmente aquellas cerca del suelo, se cree que son utilizados por el vegetal como
proteccién contra infecciones de hongos y parasitos (los arboles pobres en taninos se
descomponen rapidamente). Se extraen con agua o solventes polares ya que a pesar de
su complejidad estructural son altamente oxigenados y/o presentan azucares en su
composicion que le dan caracter hidrofilico. Los taninos condensados son aquellos que
por hidrélisis acida no se degradan, sino que polimerizan aun mas. Entre las
proantocianidinas naturales hay dos tipos abundantes: aquellas formadas por la
condensacion de unidades de catequina y epicatequina que se relacionan con la cianidina
y conocidas como procianidinas, y aquellas cuyas unidades monoméricas son
galocatequinay epigalocatequina, que se asemejan a la delfinidina y son conocidas como
prodelfindinas!*7dl.

Debido a la gran importancia que han tenido los flavonoides poliméricos

(proantocianidinas) en el material vegetal ambos pertenecientes a los llamados taninos
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en la industria de alimentos, se cuantific6 el contenido de proantocianidinas en las
fracciones de cascaras y semillas de Passiflora edulis y Carica papaya como se muestra

en la tabla 7.

Tabla 10. Taninos totales en las fracciones de P. edulis y C. papaya determinado por el
método de vainillina expresados como mg ECT/100g de muestra seca! utilizando
diferentes técnicas y solventes de extraccion, manteniendo constante el solvente
acetona:agua?.

Agitacién Sonicacién
Solventes de extraccion? Solventes de extraccion?
Muestra MeOH (mg EtOH (mg IsopOH (mg MeOH (mg EtOH (mg IsopOH (mg
ECT/100g ECT/100g  ECT/100g ECT/100g ECT/100g ECT/100g
b.s) b.s) b.s) b.s) b.s) b.s)
CP 12134+ 8 3364+ 9 2234+ 7 38948+ 7 364°B+ 6 331PB+ 7
SP 47232+ 15  394PA+ 3  555%A+ 10 61494+ 13 340°A+ 11 354'A+ 8
CL 54534+ 10 4342+ 6 482°A+ 2 64894+ 7 519%/+ 3 363"+ 3
SL 25924+ 8 6734+ 10 557°A+ 13 7279+ 11 533°A+ 10 371"+ 11

1Datos son expresados como promedio + desviacion estandar (n=3).

2Solventes empleados en el primer ciclo de extraccién, siendo constante acetona:agua (70:30) en el segundo ciclo de extraccién.
ECT: equivalentes de catequina. CP= cascara de parchita, SP= semillas de parchita, CL= cascara de lechosa, SL= semilla de lechosa,
MeOH= metanol, EtOH= etanol, IsopOH= isopropanol, b.s= base seca.

Letras minudsculas en el superindice, indican el efecto del solvente de extraccion sobre el contenido de taninos. Letras mayusculas en
el superindice, indican el efecto de la técnica de extraccién sobre el contenido de taninos. Letras diferentes en una misma fila indican
diferencias estadisticamente significativas p<0,05.

El contenido de taninos condensados se obtuvo utilizando el método de la vainillina 'y se
cuantifico espectrofotométricamente por regresion lineal frente a una curva patron de

catequina (figura 10) en un rango de 10-250ug/ml.
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Figura 10. Curva de calibracién de catequina para la determinacion de taninos
condensados en cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya.

Se puede observar en la tabla 10 que la mayor cantidad de taninos condensados fueron
obtenidos en los extractos metandlicos para cada una de las fracciones de P. edulis y C.
papaya mediante sonicacion. El mayor contenido de taninos se obtuvo en la semilla de
C. papaya (727+11mgECT/100g), seguido de las cascaras de C. papaya
(648+7mgECT/100g), luego las semillas de P. edulis (614+13mgECT/100g) y finalmente
en las cascaras de P. edulis (389+7mgECT/100g) atribuido a que el metanol fue el mejor
solvente para estos extractos, pudiendo ser a que el metanol es el mas polar de los tres
solventes y hay mayor facilidad y fuerza en la interaccién de los grupos polares de los
taninos con el grupo polar del solvente, siendo extraidos en mayor cantidad por las ondas
magneéticas generadas por el sonicador penetrando en mayor magnitud en los tejidos
vegetales. Se puede observar también que las fracciones de semillas P. edulis y C.
papaya poseen mayor contenido de taninos que las cascaras otorgandoles mayor

astringencia.

De igual manera, se puede observar el Apéndice C que para la cascara de P. edulis

existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre la agitacion y la
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sonicacibn como métodos de extraccion, y no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la cantidad de taninos extraidos en etanol por agitacion y los extraidos
en isopropanol por sonicacion (p>0,05). Por otra parte, en semillas de P. edulis no existen
diferencias significativas entre la agitacion y la sonicacion con un valor de significancia
de p>0,05 por lo que la técnica de extraccion no influye en el contenido de taninos
condensados. Sin embargo, en el analisis ANOVA para la cantidad de taninos extraidos
con cada solvente para cada técnica si dieron diferencias estadisticamente significativas
entre si (p<0,05). En semillas C. papaya tampoco existen diferencias estadisticamente
significativas entre las dos técnicas de extraccién (p>0,05) y si existen diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de taninos en funcion del solvente (p<0,05).
Esta misma tendencia se encontr6 en las cédscaras de C. papaya no encontrando
diferencias significativas entre la agitacion y la sonicacion(p>0,05), y si encontrandose en
la cantidad de taninos extraidos con cualquiera de los solventes por las dos técnicas
(p<0,05).

Por otra parte, se puede indicar valores de taninos reportados en la bibliografia paras
cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya, asi como también para otras materias
primas observandose en la tabla 11 que los subproductos poseen un contenido de taninos

lo suficientemente bueno para considerarlos como fuentes ricas en estos compuestos.
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Tabla 11. Valores de taninos reportados en la bibliografia en cascaras, semillas, pulpa 'y
raices de P. edulis y otras plantas.

Material Vegetal Valor obtenido Valor reportado Investigadores
Céscaras de P. 389+ 7 9,4+1 mgEC3G/100g Sanchez y col
edulis mgECT/100g (2010)491
Pulpa de P. edulis N/D 0,68+10,35mg Oliveira y col
ECT/100g (2016)5
Scorzonera N/D En etil-acetato
undulata (325x6mgECT/100g9),
(asteraceae) seguido de n-hexano Athmouni y col
(221+26mgECT/100g), (2015)&8

extracto metanoélico
(21245 mgECT/1009) y
extracto acuoso

(117+£2mgECT/10009)
Semillas de N/D
Trachurus trachurus 1350+50mgEL/100g Albertos y col
(algarroba) (2015)62
Brosimum utile (palo N/D 391+40mgECT/100g
de vaca)
Protium neglectum N/D 410+51mgECT/100g Padilla y col (2008)E!
(currucay)
Podocalyx N/D 4483+ 279mgECT/100g
loranthoides (palo
de agua)

N/D= No determinado.

EC3G= Equivalentes de cianidina-3-glucosido, ECT= Equivalentes de catequina.

5.6. Actividad Antioxidante

Existen varios métodos para la evaluacion de la actividad antioxidante. Los extractos de
plantas o en este caso los extractos de cdscaras y semillas de P. edulis y C. papaya son
una mezcla de diferentes compuestos fendlicos con diferentes grupos funcionales,
polaridad y comportamiento quimico que podrian conducir a diversos resultados de
acuerdo al ensayo utilizado. Por ello, el uso de varios métodos para la evaluacion de la
actividad antioxidante de los extractos arrojaria mas informacién para entender la
actividad bioldgica de un antioxidantel3l, Hay varios factores que influyen en la efectividad

de los antioxidantes en alimentos heterogéneos complejos y sistemas biologicos y en
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modelos multifasicos. Estos incluyen los lipidos/propiedades de particion de la fase
acuosa de los antioxidantes, las condiciones de oxidacion y el estado fisico del sustrato
oxidable. La influencia de todos los parametros relevantes no puede ser evaluado usando
solo un protocolo de ensayo, por lo que se eligieron dos sistemas para evaluar la actividad
antioxidante de los extractos de P. edulis y C. papaya. El ensayo del DPPHe y el poder
reductor férrico miden la actividad de eliminacion de radicales y el poder de reduccion
total en los sistemas organicos respectivamentel®®. Los resultados de estos

procedimientos se discuten a continuacion (tabla 12).

La actividad antioxidante fue medida en los extractos con mayor contenido de polifenoles
totales. Para las muestras en estudio se realizo en la cascara de P. edulis en el extracto
isopropilico por agitacion, para las semillas de P. edulis se realizO en el extracto
isopropilico por sonicacién, en las cascaras de C. papaya se realizd en el extracto
metanodlico por agitacion y para las semillas de C. papaya se realizd en el extracto
metandlico por sonicacién, ya que estos son los extractos con mayor contenido de

compuestos que poseen actividad antioxidante.

Tabla 12. Actividad antioxidante en las fracciones de P. edulis y C. papaya determinada
por el método de poder reductor expresados como mg EAAs/100g muestra secaly por el
método de barrido de radicales libres con DPPHe expresado como %lnhibicién, como
mM ETR/g muestra seca?!, ECso, TECso y eficiencia antirradical (EA).

Poder Método de DPPH-
Muestra Reductor
(mg % mM ETR/g ECso (g TECso EA
EAAs/100g Inhibicién muestra antiox/g (min)
b.s) seca DPPH)
CP-IsopOH-ag 597 +1 18,8+0,2 4965+ 206 ND ND ND
SP-IsopOH-son 1515+ 3 57,6+0,2 12003+ 524 13,76 15+3 0,0050
CL-MeOH-ag 748 + 3 24,0+ 0,3 6785+ 342 ND ND ND
SL-MeOH-son 1120+ 3 31,7+0,3 8471+ 333 113,69 42+8 0,00021

1 Datos son expresados como promedio + desviacion estandar (n=3).

ETR= equivalentes de trolox. EAAs= equivalentes de &cido ascdrbico. mM= milimolar.

CP-IsopOH-ag= extracto isopropilico de cascara de parchita (P. edulis) por agitacién. SP-IsopOH-son= extracto isopropilico de
semillas de parchita (P. edulis) por sonicacion. CL-MeOH-ag= extracto metandlico de cascara de lechosa (C. papaya) por agitacion.
SL-MeOH-son= extracto metandlico de semillas de lechosa (C. papaya) por sonicacion. ECsy: concentracion del extracto metandlico
requerido para “barrer” o “secuestrar” el 50% del radical DPPH+; TECs,: tiempo requerido para que el extracto metandlico “barra” “a
trape” o “secuestre” el 50% del radical DPPHe; EA: eficiencia antirradical. ND= no determinado.
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5.6.1. Poder Reductor Férrico

Generalmente, la actividad antioxidante es conocida por la presencia de especies
reductoras como lo son los compuestos fendlicos conocidos por ser inhibidores de
cadenas de radicales libres. La determinacion de la capacidad antioxidante en los
subproductos de P. edulis y C. papaya es importante debido a que este parametro indica
la capacidad que tiene los compuestos fendlicos encontrados en estas fracciones de
inhibir los radicales libres; es decir, determinar su potencial antioxidante!®l. En la tabla 12
se presentan los valores del poder reductor, expresados como mg equivalentes de acido
ascoérbico por 100 gramos de muestra medidos contra una curva patron de acido
ascorbico (figura 11). En este ensayo, el color amarillo de la soluciéon de ensayo cambia
a diferentes matices entre el azul y el verde, dependiendo del poder reductor de cada
compuesto. La presencia de reductores como los antioxidantes, causa la conversion del
Fe*® del complejo ferricianuro usado en este método, a la forma ferrosa. Asi, por la
medicién del azul de prusia a 700 nm, se puede monitorear la concentracion de Fe*2.

Altos valores de absorbancia a 700 nm indican un poder reductor alto?°l,
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Figura 11. Curva de calibracién de &cido ascérbico para la determinacion del poder

reductor férrico en cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya.
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Se puede observar en la tabla 13 que los extractos redujeron los iones Fe®* a Fe?*;
obteniendo que, el mejor extracto con poder reductor de radicales libres son las semillas
de P. edulis seguida de las cédscaras de C. papaya, luego las semillas de C. papaya y
finalmente las cascaras de P. edulis. Esto demuestra que la actividad antirradical no
siempre esté relacionado en el mismo orden del contenido de polifenoles, pudiendo esto
corroborarse en la tabla 13.

Tabla 13. Comparacion entre el contenido de polifenoles totales y la actividad
antioxidante de las fracciones de cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya.

Muestra

Polifenoles totales

Actividad antioxidante:

Poder reductor férrico.

Semillas de P. edulis

2219 £ 7 mgEAG/100g

1515 + 3 mg EAAsS/100g

Céscara de C. papaya

912 + 9 mgEAG/100g

748 + 3 mg EAAsS/100g

Semillas de C. papaya

902 + 1 mgEAG/100g

1120 + 3 mg EAAs/100g

Céscara de P. edulis

739 £ 3 mgEAG/100g

597 + 1 mg EAAs/100g

De igual manera, se sefialan los resultados citados por otros autores para la
determinacién del poder reductor férrico determinados equivalentes de trolox en
cascaras, pulpa, semillas de P. edulis y C. papaya, asi como semillas de otros materiales

vegetales, los cuales se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Valores de poder reductor para las fracciones de diferente material vegetal

consideradas fracciones de desecho reportado en la bibliografia.

Material Vegetal

Valor obtenido

Valor reportado

Investigadores

Melicoccus bijugatus
(mamaén)

Céscaras de P. edulis 597 + 1 mg 3094+296ugETR/100g Wong y col (2014)B34
Cascaras de P. edulis EAAs/100g 11,3+8 mgEAAs/100g Sanchez y col (2010)149]
Pulpa de P. edulis N/D 205,7+4,12 umolETR/g Da Silva y col (2013)>4
Semillas de P. edulis 1515+ 3 mg 0,8 MMETR/100g en
EAAs/100g extracto acuoso Lépez-Vargas y col
1,1 MmETR/100g en DMSO (2013)53!
Semillas de N/D 38umolETR/g por extraccion
Vasconcellea convencional Briones-Labarca y col
pubescens N/D 51umolETR/g por sonicacion (2014)3!
Semillas de Theobroma N/D 5,8+0,08gEAAS/100g
cacao
Semillas de Capsicum N/D 3,4+0,02gEAAS/100g Rincon y col (2011)2°]
bacatum (aji dulce
verde)
Semillas de Capsicum N/D 2,9+0,02gEAAS/100g
bacatum (aji dulce rojo)
Semillas de Artocarpus 0,5+0,01gEAAS/100g
altilis (fruto de pan)
Céscara de C. Papaya 748 + 3 mg 25+1 umolETR/100g Nieto-Calvache y col
EAAs/100g (2016)57
Pulpa de C. Papaya N/D 10,2+0,6 umolETR/100g
Céscaras de Annona N/D 46,76+2,40 mMETR/100g
squamosa L (rifion
verde)
Céscaras de Annona N/D 41,85+0,77 mMETR/100g
squamosa L (rifién
morado) Can-Cauich y col
Cascaras de Annona N/D 15,36+0,074 mMETR/100g (2017)t67
diversifolia (ilama)
Cascaras de Lucuma N/D 16,87+0,33mMETR/100g
hypoglauca (sapote
blanco)
Céscaras de N/D 1,66+0,01mMETR/100g
Hylocereus undalatus
(fruta dragon)
Cascaras de N/D 4,55+0,02mMETR/100g

N/D= No determinado.
ETR= equivalentes de trolox

EAAs= equivalentes de &cido ascérbico.
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Estos resultados sugieren que las fracciones cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya
pueden ser utilizados como fuente para la extraccion de conservantes antioxidantes

potenciales naturales que pueden ser utilizados en la industria de alimentos y cosméticos.

5.6.2. Barrido de radicales libres (DPPHe)

El radical libre DPPH+ posee una absorcion caracteristica a 515nm (color purpura), la cual
decrece significativamente cuando esta expuesto a la accion de «barrido» por parte de
un extracto rico en compuestos fendlicos antioxidantes por suministro de atomos de
hidrégeno o por donacion de electrones. Una disminucién en la absorbancia, a 515nm,
indica un alto barrido del radical por parte del extracto. El barrido de los radicales libres
es uno de los mecanismos conocidos mediante el cual los antioxidantes inhiben la
oxidacion de los lipidos. El ensayo permite evaluar en forma rapida la actividad

antioxidante in vitro de compuestos especificos o extractos(??l.

La actividad antioxidante por este método se expresé como mM equivalente de trolox
medidos frente a una curva patron de trolox (figura 12) y como porcentaje de inhibicion

de cada muestra (tabla 12).
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Figura 12. Curva de calibracion de Trolox para la determinacién de la actividad
antioxidante en cascaras y semillas de P. edulis y C. papaya por el método de barrido

de radicales libres.

El extracto con mayor actividad antioxidante es aquel que genere la decoloracion del
radical DPPHe con mayor rapidez[®l. Del porcentaje de inhibicion del barrido de radicales
libres podemos observar que tres de las fracciones inhiben alrededor del 25% de los
radicales libres, de lo que se infiere que poseen una importante cantidad de polifenoles

gue podrian ser utilizados como preservantes naturales.

Podemos observar, que las semillas de P. edulis poseen mayor porcentaje de inhibicion
seguido de las cascaras de C. papaya, luego las semillas de C. papaya y finalmente las
cascaras de P. edulis. Igualmente siguen ese orden expresados como mM equivalentes

de trolox. Esto concuerda con los resultados obtenidos de poder reductor.

También se determiné el porcentaje de concentracion necesaria para barrer un 50% de
los radicales libres DPPHe (ECso) y el tiempo necesario para que esto ocurra (TECso),
asi como la actividad antirradical (tabla 12) de las semillas de P. edulis y C. papaya
Gnicamente ya que éstas son las que inhibieron méas del 25% de los radicales libres
DPPHe.
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La tabla muestra la eficiencia antirradical de los extractos de las semillas de P. edulis
(isopOH/sonicacion) y C. papaya (MeOH/sonicacién), ademas de los parametros ECso y
TECso. Para ello se realiz6 una regresion lineal entre el % DPPH remanente (que no
reacciono) y la concentracion del extracto a fin de obtener el valor de ECso. De igual
manera se realizé una regresion entre el tiempo en que esto ocurre y la concentracion
del extracto (TECso). Se observa que las semillas de P. edulis requieren 13,76 g de
antioxidante por cada gramo de DPPH exhibiendo mayor actividad de barrido de radicales
libres y eficiencia antirradical comparado con las semillas de C. papaya las cuales
requieren 113,6 g de antioxidantes por cada gramo de DPPHe y exhiben una menor EA.
Por lo tanto, esta ultima posee menor actividad antioxidante ya que requiere mayor

cantidad de muestra para inhibir el 50% de los radicales libres.

Los valores ECso, expresados en (g antioxidante/g DPPHe), de algunos estandares son
los siguientes: acido galico: 0,026; acido tanico: 0,059; acido caféico: 0,069; quercertina:
0,084 y DLx-tocoferol: 0,201[%¢. Si comparamos el valor de ECso de DL a-tocoferol con
los valores de ECso obtenidos en este estudio, encontramos que 1 g de semilla de P
edulis es equivalente a la actividad antioxidante de 14,6 mg de DL a-tocoferol, mientras
gue 1 g de semilla de C papaya equivale a la actividad antioxidante de 1,76 mg del mismo

estandarfeel,

Haciendo referencia a valores del mismo estudio se sefialan los reportados por Rincén y
col%¢lindicando valores de ECso, TECso y EA en cascaras de nispero (Manilkara achras)
(6,41+0,181g/g DPPH; 41,51+0,56min y 0,0033), pomagas (Syzygium malaccense)
(6,81+0,1369/g DPPH; 41,76+0,3 min y 0,0035) y dos variedades de guayaba, rosada
(Psidium guajava) (1,92+0,24 g/g DPPH; 38,45+0,42 min y 0,0140) y blanca (Psidium
acutangulum) (2,62+0,57 g/g DPPH; 54,74+1,23 min y 0,010) respectivamente.
Igualmente, Jiménez y col®’] citan valores de ECso, TECs0 y EA en céscara (1.92+0.08
g/g DPPH; 54.74+2.05 min y 0.007+0.002) y pulpa (3.70+£0.06 g/g DPPH; 30.75£2.64 min
y 0.009+0.002) de Psidium guajava. Al comparar los valores reportados de ECso y EA con

los obtenidos en este estudio vemos que los compuestos fendlicos presentes en los
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extractos de las semillas Passiflora edulis y Carica papaya poseen una menor eficiencia
antiradical pero poseen tiempos de accion mas cortos por lo que se les puede llamar
antioxidantes moderados. Esto se explica debido a que las semillas de las muestras de
Passiflora edulis y Carica papaya solamente inhiben en un 54% y 31% de los radicales
libres DPPHe lo cual se consideran valores medios al tratarse de factores de desecho de

las frutas.

Por otra parte, se determiné la correlacion entre el contenido de polifenoles totales y la
actividad antioxidante las cual se determin6 mediante una regresion lineal entre la
cantidad de polifenoles y la actividad antioxidante en P. edulis para las cascaras en
extracto isopropilico por agitacion y semillas en extracto isopropilico por sonicacion y, en
C. papaya para las cascaras en extracto metandlico por agitacion y para las semillas en
extracto metanolico por sonicacién obtenidos en los analisis 5.2 y 5.5.2. Esto se muestra
en las figuras 13, 14, 15y 16.
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Figura 13. Relacién entre polifenoles de cascara de P. edulis y la actividad antioxidante
(AA).
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Figura 15. Relacién entre polifenoles de semillas de P. edulis y la actividad antioxidante
(AA).
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Figura 16. Relacién entre polifenoles de semillas de C. papaya y la actividad
antioxidante (AA).

Es frecuente relacionar la capacidad antioxidante de los productos naturales con el
contenido de polifenoles totales presentes; en algunos trabajos se ha reportado una
correlacién baja entre estos parametros y hasta se ha indicado no existir relaciéon alguna
entre el contenido total de polifenoles, concentracion de acido ascérbico y la capacidad
antioxidante. La bibliografia sefiala que aunque se empleen métodos diferentes, los
resultados obtenidos son comparables para la determinacion de la actividad antioxidante

en muestras de uso en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética 2.

En efecto, las muestras evaluadas presentaron una alta actividad antioxidante que se
correlacion6 significativamente con el contenido de polifenoles totales (Correlacion 0,95
para cascara de P. edulis, 0,95 para cascara de C. papaya, 0,91 para semillas de P.
edulis y 0,70 para semillas de C. papaya). La correlacibn mas baja se obtuvo en las
semillas de C. papaya a pesar de ser la segunda de las muestras con mayor contenido
de polifenoles y taninos, esto se puede deber a que la propiedad antioxidante es conferida
a los polifenoles por los grupos hidroxil unidos a la molécula los cuales son donadores de

atomos de hidrégeno o electrones, la disposicibn de esta molécula a donar dichos
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electrones o atomos de hidrogeno hacen que el compuesto posea mayor o menor
actividad antioxidante 291,

Por otra parte, se sefiala el % de inhibicion y los equivalentes de trolox encontrados en
la bibliografia para factores de desechos de P. edulis y C. papaya. tal es el caso de Wong
y col*4 (68,54%) determinado por blanqueamiento de B-caroteno (BCB) en cascaras de
P. edulis, Barrales y col8 (2,6 mg ETR/g) en semillas de P. edulis y Lépez-Vargas y coll®4
(19% inh en extracto metandlico y 50% inh en DMSQO) en semillas de P. edulis. Asimismo,
Nieto-Calvache y coll®®! reportan 12+1umolETR/100g y 54,86+0,08umolETR/100g en
pulpa y cdscara de C. papaya, siendo la actividad antioxidante mayor en la fraccion de
desecho de la fruta.

De igual manera, otros autores reportan % de inhibicion en fracciones de cascaras,

semillas y piel de otras frutas las cuales se pueden observar en la tabla 15.

Tabla 15. Porcentaje inhibicion (% Inhibicidén) en cascaras, semillas y pulpa reportados
para diversas frutas.

Material vegetal Valor reportado Investigadores
pulpa de C. papaya 330,2mMETR/100g Kelebek y col®d
semillas de Trachurus trachurus 687,59+24,43 umolETR/g Albertos y coll63!
(algarroba)
cascaras de Annona squamosa 48,3+0,2mMETR/100g
L (rifon verde)
Annona squamosa (rifion 39,81+0,91mMETR/100g
morado)
Chrysophyllum cainito (caimito 29,44+1 27mMETR/100g
verde) Can -Cauich y colf®®
Chrysophyllum cainito (caimito 16,88+0,87mMETR/100g
morado)
Annona diversifolia (ilama) 4,63+0,66mMETR/100g
Lucuma hypoglauca (sapote 3,54+0,09mMETR/100g
blanco)
Melicoccus bijugatus (maman) 0,69+0,02mMETR/100g

mMmMETR= milimolar equivalente de trolox; umolETR= micromolar equilavelente de trolox.
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Al observar los valores presentados en fracciones de otros frutos se puede determinar
que las fracciones de desecho son fuentes ricas en compuestos antioxidantes. En el caso
de P. edulis y C. papaya dichas fracciones son ricas en compuestos antioxidantes para
ser utilizadas en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética para la extraccion

de antioxidantes naturales.

Las figuras 17,18, 19 y 20 muestran la correlacion entre el contenido de flavonoides y la
actividad antioxidante en P. edulis para las cascaras en extracto isopropilico por agitacion
y semillas en extracto isopropilico por sonicacion y en C. papaya para las cascaras en
extracto metanolico por agitacion y para las semillas en extracto metandlico por
sonicacion determinando la variacion entre el contenido de ambos utilizadas para los
andlisis 5.3y 5.5.2.
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Figura 17. Relacion entre flavonoides de céascara de P. edulis y la actividad
antioxidante (AA).
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Figura 20. Relacion entre flavonoides de semillas de C. papaya y la actividad
antioxidante (AA).

Las muestras evaluadas presentaron igualmente una alta correlacién entre el contenido
de flavonoides y la actividad antioxidante (Correlacién 0,92 para cascara de P. edulis,
0,90 para cascara de C. papaya, 0,95 para semillas de P. edulis y 0,91 para semillas de
C. papaya). Se observa que a mayor contenido de flavonoides responden positivamente
al método por lo que se puede inferir que las fracciones de P. edulis y C. papaya poseen
compuestos con propiedades antioxidantes que podrian ser utilizados en formulaciones
cosméticas y farmaceéutica, asi como conservantes de alimentos por esta accion anti-
radical y pudiendo resultar como una excelente materia prima para la obtencion de

antioxidantes naturales.

Finalmente, las figuras 21, 22, 23 y 24 muestran la correlacion entre el contenido de
taninos y la actividad antioxidante en P. edulis para las cascaras en extracto isopropilico
por agitacion y semillas en extracto isopropilico por sonicacion y, en C. papaya para las

cascaras en extracto metanolico por agitacion y para las semillas en extracto metanolico
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por sonicacion determinando la variacion entre el contenido de ambos obtenidos en los
andlisis 5.3y 5.5.2.
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Figura 21. Relacién entre taninos de cascara de P. edulis y la actividad antioxidante

(AA).
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Las muestras de cascaras y semillas de P. edulis C. papaya presentaron igualmente una
alta correlacién entre el contenido de taninos y la actividad antioxidante (correlacion 0,87
para cascara de P. edulis, 0,95 para cascara de C. papaya, 0,81 para semillas de P.
edulis y 0,64 para semillas de C. papaya). Estos valores son mas bajos que los obtenidos
con polifenoles y flavonoides teniendo una correlacion positiva entre el contenido de
taninos y la actividad antioxidante. La correlacion en semillas de C. papaya es muy similar
a la obtenida con polifenoles, y la mejor correlacién es el obtenido en cascaras de C.
papaya. Sin embargo, todos aumentan la actividad antioxidante al aumentar la cantidad
de taninos por lo que se pueden considerar fuentes de compuestos antioxidantes como

los taninos.
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6. CONCLUSIONES

e La mayor cantidad de polifenoles se obtuvo cuando se combinaron alcohol
isopropilico/agitacion en las cascaras de P edulis y alcohol isopropilico/ sonicacién
en semillas de la misma fruta. En el caso de C papaya, se extrajo mas polifenoles
cuando se empledé metanol, combinado con agitacién y sonicacion para cascaray

semillas respectivamente.

e Los flavonoides de las muestras de fracciones de P. edulis y C. papaya se
extrajeron con isopropanol siendo estos compuestos con pocos grupos polares y

afines a este solvente.

e El mayor contenido de taninos condensados se obtuvo en el extracto metandlico
para las muestras de fracciones de P. edulis y C. papaya por la técnica de
sonicacion debido a la presencia de grupos polares en las estructuras que son

afines a este solvente.

e Los valores de poder reductor de las fracciones de P. edulis y C. papaya fueron
altos, por lo que la mayor actividad antioxidante no siempre esta relacionada con

el mayor contenido de polifenoles.

e El porcentaje de inhibicion y el contenido mM de trolox se encontraron en el mismo
orden de poder reductor, corroborando que no siempre el mayor contenido de
polifenoles otorga una mayor actividad antirradical en las fracciones de P. edulis y
C. papaya.

e Serequiere menor cantidad de muestra de semillas de P edulis para inhibir el 50%

de los radicales libres DPPHe en comparacién con las semillas de C. papaya.
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e De igual manera, los extractos de semillas P. edulis actian en menor tiempo ya
gue requieren menor cantidad de compuestos fendlicos para inhibir el 50% de los

radicales libres DPPHe que el extracto de C. papaya.

e Al realizar estudios con fracciones de muestras vegetales, se debe realizar
optimizacién de las extracciones con el fin de obtener un mejor rendimiento para

estudios posteriores.
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RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de toxicidad en los extractos de las fracciones de P. edulis y C.

papaya.

Determinar y cuantificar individualmente cuéles son los polifenoles presentes en

las muestras de las fracciones de P. edulis y C. papaya.

Realizar ensayos microbiolégicos para determinar las propiedades

antimicrobianas de las fracciones de P. edulis y C. papaya.

Realizar determinaciones de polifenoles totales cascaras, semillas y pulpa de P.
edulis y C. papaya de diferentes cosechas, en distintas épocas del afio y ubicacién
geografica a fin de estudiar el comportamiento y desarrollo de los compuestos

bioactivos.

Incorporar las fracciones de desecho de P. edulis y C. papaya en sistemas
alimenticios y/ o cosméticos sustituyendo antioxidantes sintéticos y realizar
ensayos de estabilidad.

Evaluar otros pardmetros de extraccibn como temperatura, tiempo de extraccion,

técnica, entre otros.
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9. GLOSARIO DE TERMINOS

Polifenoles: Compuestos arométicos que generalmente presentan grupos funcionales

oxigenados que en la mayoria de los casos son fenoles.

Flavonoides: Son metabolitos secundarios polifendlicos cominmente con un grupo

cetona y normalmente pigmentos de coloracion amarilla.

Taninos: Flavonoides polimerizados de alto peso molecular. También llamados

proantocianidinas.

Ultrasonido: Extraccion catalitica de compuestos impulsados por ondas magnéticas de
alto esfuerzo cortante y cavitacional que mejoran las velocidades de disolucion de los

solutos y conducen significativamente a una extraccidbn mas rapida y completa
DPPH: 2,2-difenil-picril-hidracil. Reactivo que en condiciones in vitro genera radicales.

Poder reductor: Capacidad que tienen los compuestos fendlicos de reducir un

determinado compuesto mediante una reaccion de 6xido reduccion.

Liofilizacién: Deshidratacion al frio de compuestos termolabiles. Elimina el agua

presente en una muestra por sublimacion de la misma.
Solidos solubles totales: Contenido de azucares (sacarosa) en la pulpa de las frutas.

ECso: Concentracion que requiere un extracto para capturar el 50% de los radicales libres

presentes en el medio de reaccion.

TECso0: Tiempo requerido para obtener el ECso.



10. ABREVIATURAS

EUA: Extraccion asistida por ultrasonido
HHPE: Alta presion hidréstatica

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RL: Radicales libres

SOD: Superéxido dismutasa

CAT: Catalasa

UV: Ultravioleta

C. papaya: Carica papaya

P. edulis: Passiflora edulis

DPPHe: Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
FRAP: Andlisis del poder reductor férrico/antioxidante
DMSO: Dimetilsulféxido

SST: Solidos solubles totales.

OH: Grupo hidroxilo

MeOH: Metanol

EtOH: Etanol

IsopOH: Isopropanol

Kg: microgramos

mM: milimolar

CP: céscaras de parchita

115



116

SP: semillas de parchita
CL: cascara de lechosa
SL: semilla de lechosa

AA: actividad antioxidante
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11. APENDICE

Se realiz6 el analisis ANOVA de los valores de polifenoles, flavonoides y taninos para
determinar como influyen sobre estos dos factores: solvente y método de extraccion. Para
ello se coloc6 en una columna los solventes de extraccion identificados como 1: metanol,
2: etanol y 3: isopropanol. En la segunda columna se coloc6 el método empleado siendo
1: agitacion y 2: sonicacion. En las 3ra, 4ta y 5ta columnas se colocaron los valores de
polifenoles, flavonoides o taninos para cada muestra respectivamente.

Para sefialar el efecto del solvente se tomaron todos los resultados de estos en un mismo
meétodo y se compararon unos con otros. Asimismo, se compararon entre si los datos de
polifenoles, flavonoides y taninos para cada solvente de extraccion independientemente
de la técnica utilizada.

Por otra parte, para determinar la influencia de la técnica de extraccion se tomaron todos
los valores de polifenoles, flavonoides y taninos de un mismo método y se compararon
con los valores obtenidos por el otro método.

Seguidamente se presentan las tablas resumen de aplicacién de ANOVA entendiéndose
que probabilidades p<0.05 indica que hay un efecto de las variables estudiadas; es decir,
que hay diferencias estadisticamente significativas. En este apartado solo se muestran
los resultados de ANOVA obtenidos y la explicacion de los resultados se les presenta en

el apartado de resultados y discusion.
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Polifenoles totales
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Tabla 16. Andlisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en cdscaras

de P. edulis.

ANOVA Table for PP CP Todos by STE

Analysis of Vari

ance

Between groups
Within groups

105932,0 380,38
278,49

Sum of Sguares Df Me
211865,0 2
14203,0 51
226068,0 53

PP CP Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

2 18 578,632 X

1 18 681,064 X

3 18 728,773 X

Contrast Difference +/ -
1 - 2 *102,432 11,1
1 - 3 *-47,7091 11,1
2 - 3 *-150,141 11,1
*

denotes a statistically significant difference.

Tabla 17. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en CP

sonicacion.

analysis of variance for PP CP S - Type IIT Sums of Squares

source sum of Squares Df Mean S
Mﬁ?grEFFECTS 87626 ,4 2 43
RESIDUAL 1219,95 24 50
TOTAL (CORRECTED) 88846,3 w6

A1l F-ratios are based on the residual

mean square er

mMultiple Range Tests for PP CP 5 by STk

,0 percent LSD B
count LS Mean LS Sigma
9 590,812 2,37653
9 704,251 2,37653
9 717,91 2,37653

%113,439
*-13,6591
*-127,098

a statistically significant difference.

quare F-Ratio P-value
813,2 861,94 0,0000
,8311
ror.

6,93662
6,93662
6,93662

por
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Tabla 18. Andlisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para polifenoles

totales en CP independientemente del solvente.

ANOVA Table for PP CP Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares
Between groups 2463,29
Within groups 223605,0
Total (Corr.) 226068,0

Multiple Range Tests for PP CP Todos

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean

1 27 656,069
2 27 669,577

Df Mean Square F-Ratio P-Value
1 2463,29 0,57 0,4525
52 4300,09

53

by METODO

X

X

Difference +/- Limits
-13,508 35,8132

* denotes a statistically significant difference.

Tabla 19. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en SP por

agitacion.

ANOVA Table for PP SP Todos

by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Sqgquares Df Mean Sdgquare F-R
Between groups 1,18954E¢6 2 594769, 0
Within groups 6,90241E6 51 135341, 0

Total (Corr.) 8, 09195FE¢6 53

Multiple Range Tests for PP SP Todos by STE

Method 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

2 18 1346, 88 X

1 18 1426, 66 X

3 18 1693, 94 X

Contrast Difference +/ = L
1 - 2 79,7779 246,18
1 - 3 *-267,283 246,18
2 - 3 *-347,061 246,18

statistically significant difference.
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Tabla 20. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en SP por
sonicacion.

wilriplie Range Tests for PP SP S5 by STE

aéfhud;-éajﬂ purce;;_L;a- T .T-_.-
5 Lount LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
""" a 1202.3 3,30627 % g
2 ] 1642 .52 3. 39627 W
3 & 2220.05 3, 309627 n
.._n_rr.lt F..I:\!- ----- T i FfFerence - Li
-2 N o 350,222 & 41302
] 2837751 a.91302
2 3 =S TT 529 G, 91302
: .;Ecno;;;-;- :l.:..u |‘.[::1'|'|:|.f significant difference.
-
analysis of variance for PP SP S - Type III Sums of Squares
source sum of Sguares pf Mean Square F-Ratio p-value
‘““";g;;;"“““"*"*“"'"‘"""“""""“““'"""*“":v‘-_‘ """"""
¥ATN EFFEC ) o o
4:57E 1,9507566 ? 1,97537E6 190725.47 ), 006G
RESIDUAL 7491,48 24 103,812
TOTAL {CORRECTED) 3,95324€E6 26

A1l F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 21. Analisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para polifenoles

totales en SP independientemente del solvente.

ANOVA Table for PP SP Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Rat
Between groups 2,84908E6 1 2,84908E6 28,
Within groups 5,24287E6 52 100824,0

Total (Corr.) 8,09195E6 53

Multiple Range Tests for PP SP Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups

1 27 1259, 46 X

2 27 1718, 86 X

Contrast Difference +/ =
1 - 2 *-459,394 173,

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 22. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en CL por
agitacion.

ANOVA Table for PP CL Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Sqguares Df Mean Sguare F-Ratic
Between groups 83453,2 2 41726, 6 31, 7¢C
Within groups 67123,7 51 1316,15

Total (Corr.) 150577,0 53

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

2 18 793,607 X

3 18 861,732 X

1 18 886,607 X

Contrast Difference +/- Lim
1 -2 *93,0004 24,2776
1 -3 *24,8755 24,2776
2 -3 *-68,1249 24,2776
*

denotes a statistically significant difference.

Tabla 23. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en CL por
sonicacion.

Multiple Range Tests Tor PP CL S by $TE

method: 95,0 percent LSD .
STE count LS Mean LS S1gma Homogeneous Groups
2T s 847,26 1,96405 X
1 9 860,99 1,96405 X
3 9 867,462 1,96405 X
Eéntr'd;[ ________________________ Difference FA- o LImits
VT T v13,7306 5,73268
1 - 3 6, 47165 5,73268
2 -3 20,2023 5,73268
?'ééBQ{;§'£’§§;{§;£§E;?1§ 51§;;;1cant difference.

Analysis of variance for PP CL S - Type III Sums of Squares

source Sum of Squares pf Mean Square F-Ratio P-value
MAIN EFFECTS -

A:STE 1915,63 2 957,817 27,59 0,0000
RESIDUAL 833,221 24 34,7176

TOTAL (CORRECTED) 2748,86 26
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Tabla 24. Andlisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para polifenoles

totales en CL independientemente del solvente.

ANOVA Table for PP CL Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Rati
Between groups 6840, 62 1 6840, 62 2,¢
Within groups 143736,0 52 2764,16
Total (Corr.) 150577,0 53

Multiple Range Tests for PP CL Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups

1 27 836,06 X

2 27 858,571 X

Contrast Difference +/=

1 -2 -22,5103 28,171

*

denotes a statistically significant difference.

Tabla 25. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en SL por

agitacion.

ANOVA Table for PP SL Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 74494, 4 2 37247,2 2,84 0,0679
Within groups 669546,0 51 13128,4
Total (Corr.) 744041,0 53

Multiple Range Tests for PP SL Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

3 18 624,053 X

2 18 650,664 XX

18 712,702 X

Contrast Difference +/- Limit

1 -2 62,0386 76,6758

1 -3 *88,6498 76,6758

2 - 3 26,6112 76,6758

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 26. Analisis de varianza del efecto solvente para polifenoles totales en SL por

sonicacion.

Multiple mrange Tests for PP SL s by STE

vethod: 95,0 percent LSD _ 7

§$Ehod ° Count LS Mean LS Sigma Homogeneous GFUUD%,,, o

i 777777777777777 5 777777777 621,611 2,87633 X

3 9 633,934 2,87633 X

1 9 902,803 2,87633 X e

é;;;;;;; 77777777777777777 nifference +/- Limits )

1___é 77777777777777777777777777 *281,192 8,39543

T3 %268,87 8,39543

203 *-12,3227 8.39543 ]

__ééaéié;vé_;;ééistica11y significant difference.
Analysis of variance for PP SL S - Type ILI sums of Squ§i?§ ________________ i
;é;;;; 777777777777777777 ;;%_é%~;Auares Df Mean Square F-Ratio p-value
MQ?STEFFECTS 454536,0 2 227268,0 3052,23 0,0000
RESIDUAL 1787,03 24 74,4595
TOTAL (CORRECTED) 456323,0 26

A1l F-ratios are based on the residual mean square error.

totales en SL independientemente del solvente.

ANOVA Table for PP SL Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 170465,0 1 170465,0 15,45 0,0003
Within groups 573576,0 52 11030,3

Total (Corr.) 744041,0 53

Multiple Range Tests for PP SL Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups
T 27 eos,288 <
2 27 718,658 X

Contrast bifference -1
1o “-112,37 57,358

* denotes a statistically significant difference.

Tabla 27. Analisis de varianza del efecto de la técnica de extraccidn para polifenoles
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Tabla 28. Analisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en CP por

agitacion.

ANOVA Table for FV CP Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares
Between groups 52999, 3
Within groups 29699, 3
Total (Corr.) 82698, 6

Df Mean Square F-Ratio
2 26499, 6 45,51
51 582,34

53

Multiple Range Tests for FV CP Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean

2 18 157,856
1 18 218,413
3 18 228,954

X

X

X

Difference +/
*60,5573 16
-10,5406 16
*-71,0979 16

* denotes a statistically significant difference.

Tabla 29. Analisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en CP por

sonicacion.

twitiple Range Tests for FY OF S by STE

method: 95,0 percent LSD

STE Count LS Mear L% Sigma HoTOgQEnEoUs Groops
2 & 167, 666

3 9 194, 521

1 10 201,687

Contrast

1

denoted a statistically significant difference.

apalysis of variance for FV CP S - Type TII Sums of Squares

source sum of Sguares Di‘
Miié;é s 5602,62 2
RESIDUAL 2811,85 24
TOTAL (CORRECTED) 8414.47 26

10.8552
Twean square  F-Ratic  P-
2801,31 23,91 0,0000

A1l F-ratios are based on the residual mean square error.
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Tabla 30. Andlisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para flavonoides

totales en CP independientemente del solvente.

ANOVA Table for FV CP Todos by METODO

Analysis of Variance

Between groups
Within groups

Total

Multiple Range Tests for FV CP Todos by METODO

Sum of Sguares Df

8234,17 1

74464, 4 52

(Corr.) 82698, 6 53

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups

2 27 189,392 X

1 27 214,089 X

Contrast Difference +/- 1
1 -2 *24,6969 20,66
*

denotes a statistically significant difference.

Tabla 31. Analisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en SP por

agitacion.

ANOVA Table for FV SP Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Rat
Between groups 60479, 4 2 30239,7 6,
Within groups 248292,0 51 4868,46
Total (Corr.) 308771,0 53

Multiple Range Tests for FV SP Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

2 18 364,974 X

18 415,311 X

3 18 446,175 X

Contrast Difference +/- Lirm

1 -2 *50,3365 46,6927

1 -3 -30,8641 46,6927

2 -3 *-81,2006 46,6927

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 32. Andlisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en SP por
sonicacion.

suleiple Range Tests for FV SP 5 by STE

sMethod: 9%,0 percent LSD

5TE Count LS Mean Husslensrls Group
' 2 172,171 x
. 10 455307 X
3 g £317.33 .
Cantrast mifference =
- "13%,633 33,2403
“.81,527 32,1498
5 34,0512

denptes a statistically

source sum of Squares Df Mean Sguare F-Ratio p-value
AN EFFECTS

A:STE 198517,0 2 99258,6 86,10 0,0000
RESIDUAL 276682 24 1152,84

TOTAL (CORRECTED) 226185,0 26

ATl F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 33. Analisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para flavonoides
totales en SP independientemente del solvente.

ANOVA Table for FV SP Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 64513,3 1 64513, 3 13,73
Within groups 244258,0 52 4697,26

Total (Corr.) 308771,0 53

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups
v 2 374,256 x
2 27 443,384 X

contrast bitference -
V-2 e e 37,

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 34. Andlisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en CL por
agitacion.

ANOVA Table for FV CL Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Sqgquares Df Mean Square F-Ratic
Between groups 154381,0 2 77190, 3 13,5¢
Within groups 290510,0 51 5696,27

Total (Corr.) 444890,0 53

Multiple Range Tests for FV CL Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

2 18 129,56 X

1 18 219,434 X

3 18 257,002 X

Contrast Difference +/-
1 -2 *89,8742 50, ¢
1 - 3 -37,5676 50,5
2 - 3 *-127,442 50,5

* denotes a statistically significant difference.

Tabla 35. Andlisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en CL por

sonicacion.

Multiple Range Tests For FV CL 5 by 5TE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count LS Maan fomogen@aus © P
T s T pae.6e *

1 10 213,034 %

3 4 383,378 %

contr T T i Limits
1 —-5 o T TR o 18,6%49

1 3 16,1087

F 3 i9,1509

denotes a statistically significant difference.

analysis of variance for Fv CL S - Type IIT sums of squares

'N EFFECTS
M:%ETEFrF 287219,0 2 143610,0 393,82 0,0000

RESIDUAL 8751,75 24 364,656

295971,0 26

.AT11 F-ratios are based on the residual mean square error.
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Andlisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para flavonoides

totales en CL independientemente del solvente.

Tabla 37.

agitacion.

ANOVA Table for FV CL Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 101696,0 1 101696,0 15,41
Within groups 343194,0 52 6599,89

Total (Corr.) 444890,0 53

Multiple Range Tests for FV CL Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups
o 27 1ss,602 x
2 27 245,395 X

Comtrast pifference -
v-2  slse793oaa,3e

* denotes a statistically significant difference.

Andlisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en SL por

ANOVA Table for FV SL Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratic
Between groups 1129, 39 2 564,696 9, 7¢
Within groups 2955, 84 51 57,9577

Total (Corr.) 4085,23 53

Multiple Range Tests for FV SL Todos by STE

STE Count Mean Homogeneous Groups

1 18 25,1564 X

2 18 28,8376 X

3 18 36,1596 X

Contrast Difference +/ =

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 38. Andlisis de varianza del efecto solvente para flavonoides totales en SL por

sonicacion.

Myltiple- Range Tests Tor £v SL $ by STE

STE Count LS Mean LS Sigma
T 23,1575 1,179 X
Z 8 2373228 1,31316 X
3 3 26,4289 1124277 X
Eéé%;;;; _________ pifference
LyTTTTTTTTTTTTTTTTT -0,165305
-3 312714

Y3 2311061

“ denotes a statistically significant difference,

analysis of variance for FV SL S - Type IIT sums of Squares

source sum of Squares pf Mean Sguare
Mi?zTEFFECTS 61,4822 2 30,7411
RESTDUAL 333,608 24 13,9003
TOTAL (CORRECTED) | 385,00 26

A1l F-ratios are based on the residual mean square error.

+/- Limits
363
3,53555
3,73904
F-Ratio p-value
2,21 0,1314

Tabla 39. Andlisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para flavonoides

totales en SL independientemente del solvente.

ANOVA Table for FV SL Todos by METODO

Analysis of Variance
source Sum of Squares Df Mean Square  F-Ratic
Between groups 1788,0 1 1788,0 40,4
Within groups 2297,24 52 44,1776
Total (Corr.) 408523 s

Multiple

Range Tests for FV SL Todos

by METODO

Method:
METODO

95, 0 percent LSD

Count Mean
27 24,297
27 35,8054

* denotes a

statistically significant difference.
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11.3. Apeéndice C: Taninos condensados.
Tabla 40. Andlisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en CP por
agitacion.

ANOVA Table for TN CP Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Rati
Between groups 87551,0 2 43775,5 5,8
Within groups 383189,0 51 7513,5

Total (Corr.) 470740,0 53

Multiple Range Tests for TN CP Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

1 18 255,465 X

3 18 277,332 X

2 18 349,689 X

Contrast Difference +/-
1 -2 *-94,224 58, (
1 -3 -21,8673 58, (
2 - 3 *72,3567 58, (

* denotes a statistically significant difference.

Tabla 41. Andlisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en CP por

sonicacion.

mMultiple Rahge Tests for TN CP S by STE

method: 95,0 percent LSD X .
STE Ccount LS Mearn Ls sigma Homogeneous Groups
5T g 332,003 2,05748 X

2 9 363,458 2,05748 X

1 : 9 389,466 2,05748 X

E;;;E;;% Difference +/~ Limits
P *26,0085 6,00537
1i-3 *57,3733 6,00537
2-3 %31,3647 - 6,00537

-+ denotes a statistically significant difference.

analysis of variance for TN CP $ - Type III Sums of Squares

source sum of Squares of P—Va]u?
VAIN EFFECTS
::5TE 14855,6 2 7427,82 194,96 0,0000

RESIDUAL 914,377 24

TOTAL (CORRECTED) 15770,0 26

.A11 F-ratios are based on the residual mean square error.
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Tabla 42. Analisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para taninos

condensados en CP independientemente del solvente.

ANOVA Table for TN CP Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 246113,0 1 246113,0 56,97
Within groups 224627,0 52 4319,75

Total (Corr.) 470740,0 53

Multiple Range Tests for TN CP Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups
o 27 226,652 x
2 217 361,672 X

comtrast bifference e
V-2 ass0an ss,e
*

denotes a statistically significant difference.

Tabla 43. Andlisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en SP por

agitacion.

ANOVA Table for TN SP Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Sguares Df Mean Sguare F—-Rati
Between groups 276334, 0 2 138167,0 23,7
Within groups 297338, 0 51 5830, 16

Total (Corr.) 573673, 0 53

Multiple Range Tests for TN SP Todos by STE

Method:
STE

1 - 2
1 - 3
2 - 3
*

95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups

18 365,489 X

18 454,343 x

18 540,708 X
Difference +/ =
*175,219 51,0
*86,3642 51,0
*-88,8549 51,0

denotes a statistically significant difference.
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Tabla 44. Andlisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en SP por
sonicacion.

Muitiple Range Tests for TN SP S by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
: 9 337,545 3,24455 X

3 9 353,22 3,24455 X

1 9 613,095 3,24455 X

* denotes a statistically significant difference.

Analysis of variance for TN SP S - Type III Sums of squares

source sum of Sqguares pf Mean Square F-Ratio p-value

________________________________________________________________________________ -
EFFECTS

MQ{ETE 431125,0 2 215562,0 2275,21 (¢, 0000

RESIDUAL 2273,85 24 94,7438 i

TOTAL (CORRECTED) 433399,0 26

A1l F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 45. Andlisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para taninos

condensados en SP independientemente del solvente.

ANOVA Table for TN SP Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 19275,1 1 19275,1 1,81
Within groups 554397,0 52 10661,5

Total (Corr.) 573673,0 53

Multiple Range Tests for TN SP Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups

> 2 34,62 x
1 27 472,406 X

Contrast pifference -
Lo e 56,39

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 46. Andlisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en CL por

agitacion.

ANOVA Table for TN

CL Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 283742,0 2 141871,0 49,80
Within groups 145280,0 51 2848,63

Total (Corr.) 429022,0 53

Multiple Range Tests for TN CL Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

3 18 422,821 X

2 18 476,663 X

1 18 596,271 X

Contrast Difference +/-  Li
1 - 2 *119,609 35,7167
1 - 3 *173,451 35,7167
2 - 3 *53,842 35,7167
*

denotes a statistically significant difference.

Tabla 47. Analisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en CL por

sonicacion.

#yltiple Range Tests for TN CL S by STE

method: 95,0 percent LSD
C

STE ount LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
i 9 363,468 1,56755 X
2 9 519,38 1,56755 X
-1 9 647,541 1,56755 X
contras pifference +/-  Limits
1.2 *128,161 4,57536
13 *284,073 4,57536
2 -3 *155,912 4,57536
;":ﬂ;r—l;;;;—é statistically significant difference.
analysis of variance for TN CL S - Type ITI sums of Squares .
;;;;c—:; _____ sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-vaiue
MAIN EFFECTS
ASTE 364294,0 2 182147,0 8236,42 0, 0006
RESIDUAL 530,756 24 22,1148
TOTAL (CORRECTED) 364825,0 26

A1l F-ratios are based on the residual mean square error.
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Tabla 48. Analisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para taninos

condensados en CL independientemente del solvente.

ANOVA Table for TN CL Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Re
Between groups 7196, 94 1 7196, 94 C
Within groups 421825,0 52 8112,02

Total (Corr.) 429022,0 53

Multiple Range Tests for TN CL Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups

1 27 487,04 X

2 27 510,129 X

Contrast Difference

1 -2 -23,0891

* denotes a statistically significant difference.

Tabla 49. Analisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en SL por

agitacion.

ANOVA Table for TN SL Todos by STE

Analysis of Variance

Source Sum of Sqguares Df Mean Sqgquare F-Ra
Between groups 196905, 0 2 98452, 3 4
Within groups 1,24007E6 51 24315,0

Total (Corr.) 1,43697E6 53

Multiple Range Tests for TN SL Todos by STE

Method: 95,0 percent LSD

STE Count Mean Homogeneous Groups

3 18 462,335 X

1 18 491,424 X

2 18 602,474 X

Contrast Difference +/ = L
1 - 2 *-111,05 104, 35
1 - 3 29,0895 104,35
2 - 3 *140,14 104,35

* denotes a statistically significant difference.
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Tabla 50. Andlisis de varianza del efecto solvente para taninos condensados en SL por

sonicacion.

multiple Range Tests for TN SL S5 by STE

STE count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
i s 371,167 3,43393 X

4 g 532,844 3,43393 X

1 9 726,872 3,43393 X

Eéﬁ%%éé% _________ Difference +/=  Limits
P 194,028 10,023
1-3 *355,705 10,023

2 -3 *161,676 10,023

* denotes a statistically significant difference.

analysis of variance for TN St S - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Sguare F-Ratic
waIN EFFECTS
A:ISTE 570936,0 2 285468,0 2689,87 0,0000
RESIDUAL 2547,05 24 106,127
TOTAL (CORRECTED) 573483,0 26

Al1l F-ratios are based on the residual mean square error,

Tabla 51. Analisis de varianza del efecto de la técnica de extraccion para taninos
condensados en SL independientemente del solvente.

ANOVA Table for TN SL Todos by METODO

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 33435,5 1 33435,5 1,24
Within groups 1,40354E6 52 26991,1

Total (Corr.) 1,43697E6 53

Multiple Range Tests for TN SL Todos by METODO

Method: 95,0 percent LSD

METODO Count Mean Homogeneous Groups
T 27 s93,861 x
2 27 543,628 X

Contrase pifferemce /- Limit
o 49,7665 89,7253

* denotes a statistically significant difference.



