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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion cuantitativa fue evaluar la capacidad antioxidante
de la parte comestible de Quararibea cordata. (Zapote), asi también su correspondiente
cantidad de polifenoles totales y la identificacion de los principales grupos de metabolitos
secundarios presentes en el mesocarpio mediante los métodos de DPPH, Folin-Ciocalteu
y cromatografia en capa fina (TLC) respectivamente.

Se realizo por triplicado extracciones en solucion alcoholica, cloroférmica y pentanica de

la parte comestible de Quararibea cordata, mediante extraccion asistida por ultrasonido.

Los resultados obtenidos por el método Folin-Ciocalteu evidenciaron la presencia de
63.51mg GAE/100g en el extracto alcohdlico, 46.49mg GAE/100g en el extracto
cloroférmico y 28.07mg GAE/100g el extracto pentanico, siendo significativamente
mayor (valor-p<0.05) el contenido de fenoles totales en el extracto alcoholico. Para la
evaluacion del efecto antioxidante se usé el método del radical libre DPPH utilizando
como estandar al Trolox alcanzando un valor de 5.4 umol TE/g de fruta para el extracto
alcoholico, 5.3 umol TE/g de fruta en el extracto cloroférmico y un valor no detectable
para el extracto pentanico en ambos casos obtuvieron un valor de 9.6% de inhibicién del
radical DPPH; no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre la capacidad
antioxidante encontrada en los extractos alcohdlico y cloroférmico. Adicionalmente, las
pruebas en cromatografia en capa fina mostraron la presencia de flavonoides, taninos y
cumarinas como los grupos de metabolitos secundarios mas abundantes en el mesocarpio

de Quararibea cordata. (Zapote).

Se concluye que el fruto de Quararibea cordata (Zapote) presenta capacidad
antioxidante, tiene presencia de polifenoles, lo cual confirma las propiedades atribuidas
por pobladores de la zona y la sitia como una fruta que puede llegar a tener un impacto
positivo en la salud de la poblacion mediante su inclusion en una dieta y estilo de vida
saludable.

Palabras clave: Quararibea cordata, fruto amazonico, compuestos fendlicos,
capacidad antioxidante
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ABSTRACT

The Quararibea cordata (Zapote) is an exotic fruit typical of the Peruvian Amazon that
is consumed regularly by the local population due to its seasonal availability and its own
characteristics of flavor and presentation. Therefore, the present investigation sought to
quantitatively evaluate the presence of total polyphenols in the mesocarp of Quararibea
cordata. (Zapote), as well as its corresponding antioxidant capacity and the identification

of the main groups of secondary metabolites.

Extractions in alcoholic, chloroformic and pentanic solution of the mesocarp of
Quararibea cordata were carried out in triplicate, likewise the content of total phenols
was determined by the Folin-ciocalteu method and the antioxidant capacity by the DPPH

method and thin layer chromatography (TLC).

The result with the method of Folin-Ciocalteu in the alcoholic extract was 60.51mg GAE
/ 100g of fruit, the chloroform extract was 46.49mg GAE / 100g of fruit and the pentane
extract obtained the value of 28.07mg GAE / 100g of fruit. The antioxidant effect
observed in Quararibea cordata (Zapote) was 5.4 umg TE /g of fruit for the alcoholic
extract, in the chloroform extract 5.3 umg TE /g of fruit was obtained and for the pentane
extract the result was not detectable in both cases the inhibition of DPPH radical was
9.6%. The highest value of them being the alcoholic extract. Secondary metabolites were
identified as flavonoids, tannins, and coumarins by the thin-layer chromatography test.
Therefore it can be said that Quararibea cordata. (Zapote) has total phenol content,
quantifiable antioxidant capacity and presence of flavonoids, tannins and coumarins.

It is concluded that the fruit of Quararibea cordata (Zapote) has the presence of
polyphenols and has antioxidant capacity, which confirms the properties attributed by
residents of the area and places it as a fruit that can have a positive impact on the health
of the population by including them in a healthy diet and lifestyle.

Key words: Quararibea cordata, Zapote, amazonic fruit, phenolic compounds,
antioxidants, flavonoids, tannins, cumarines.
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INTRODUCION

La Amazonia del Perd es una regién con maltiples recursos naturales que necesitan ser
conocidos para obtener de ellos soluciones a los desafios de la alimentacion y nutricion
de la poblacién en el presente siglo XXI. Es por ello que actualmente existe una gran
tendencia hacia la basqueda de alimentos con potencial nutritivo asi también el interés de

las personas por el cuidado de su salud debido a la situacion mundial de pandemia.

Los compuestos fenolicos tienen demostrada capacidad antioxidante que ha despertado
un gran interés desde el punto de vista nutricional debido a su actuacion frente a diversas
enfermedades degenerativas como la diabetes mellitus, enfermedades coronarias,
inflamacién, infarto, reumatismo, alzhéimer, cancer, enfermedades digestivas todas ellas

relacionadas con un aumento de los radicales libres ™.

Cabe mencionar que los frutos de la region Amazonica del Pert aunque exdéticos estan en
constante estudio cientifico siendo esta la razon que la presente investigacion aborda al
fruto zapote (Quararibea cordata), curiosamente conocida también como zapote del
Per(, debido a que existe un desconocimiento de sus principales caracteristicas como
alimento para la poblacion. La revalorizacion de esta fruta, poco conocida fuera de sus
regiones de origen, llegaria a ser de gran apoyo para el poblador rural del interior del
Per(. Esta fruta se consume mayormente en forma natural sin mayor grado de

procesamiento y en menor proporcién como saborizante de yogures.

La fruta presenta formas ovoides a elipticas que se presenta de forma solitaria o en grupos
sostenidas por las ramas antiguas, sostenido por un peddnculo muy fuerte, es de color

marrén verdoso, pulverulento, con el caliz persistente en forma de pezon 2,

Dentro de todo el conjunto de frutas nativas amazonicas, el zapote podria proporcionar
materias antioxidantes, acidos, colores, aromas y sabores que son indicadores de calidad
y factores determinantes en su aceptacion los cuales estan en esperan de su identificacion
y posterior explotacion por la industria para elaborar productos novedosos y competitivos
en el mercado. Es importante sefialar que el Per( cuenta con diversos motivos que lo
ubican como lider global en proveer superalimentos al mundo: posee una gran
biodiversidad, cuenta con capacidad exportadora y tiene trazabilidad e innovacion con

cadenas de procesos transparentes y sostenibles I,

Por ello el motivo y finalidad de esta investigacion es encontrar grupos metabélicos
secundarios en el mesocarpio del zapote, determinar el contenido de compuestos
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fendlicos presentes en el mesocarpio del zapote y demostrar su capacidad antioxidante en
extractos de diferente polaridad. Asi continuando la tendencia de las ultimas décadas es
de imperiosa necesidad desarrollar trabajos analiticos que gran parte de investigadores de
todo el pais han logrado realizar, enfocando su trabajo cientifico para aumentar el

conocimiento de los recursos del Pera.
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HIPOTESIS

Las frutas y verduras han demostrado en su composicion quimica agregados con actividad
fisioldgica antioxidante beneficiosa como son los compuestos fendlicos es probable que
usando técnicas modernas como el método Folin-ciocalteu y el método DPPH se
cuantifique el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante de la pulpa de

Quararibea cordata de la selva amazonica peruana.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la capacidad antioxidante in vitro del fruto Quararibea cordata
(zapote).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar cuantitativamente el contenido de compuestos fendlicos totales

presentes en el mesocarpio de Quararibea cordata (zapote) en extracto
alcohdlico, cloroférmico y pentanico.

e Evaluar la capacidad antioxidante in vitro del mesocarpio de Quararibea
cordata (zapote) en extracto alcohélico, cloroférmico y pentanico.

e Determinar la presencia de grupos de metabolitos secundarios en el
mesocarpio de Quararibea cordata (zapote) por cromatografia en capa fina.

e Determinar el rendimiento de las extracciones alcoholicas, cloroférmicas y

pentanicas del mesocarpio de Quararibea cordata (zapote) liofilizado.
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CAPITULO I:
MARCO TEORICO

1.1. Quararibea cordata (Zapote).
1.1.1. DESCRIPCION GENERAL
El zapote describe tanto al arbol como al fruto es una especie tropical a subtropical
que florece en bosques Iluviosos de tierras bajas, hUmedas y calientes. En Ecuador
se lo puede encontrar desde el nivel del mar hasta los 1200 — 2000 metros. El
arbol se desarrolla bien en iluminacion adecuada y abundante humedad. La parte
comestible son sus frutos pero también se usa su madera para el sector de la

construccion [,

Figura 1.1 Fruta Quararibea cordata. (Zapote) recolectada. Fuente propia

1.1.2. SINONIMIA
e Matisia cordata Bonpl.

e Sapota-do-Solimoes

1.1.3. DESCRIPCION BOTANICA
1.1.3.1. ARBOL
El arbol de zapote presenta un rapido crecimiento, bien derecho y erguido
puede alcanzar de 39-44 m que representarian un maximo de 45 m de alto en
medio de la naturaleza, mas no sobrepasa de 12 m en las areas de cultivo ;
siendo algunas veces corpulento con sus ramas rigidas y rico en latex amarillo

con consistencia pegajosa 21,
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1.1.3.2. TALLOS
Son herbéaceos, cilindricos; el tallo principal es relativamente grueso (3 a 6
cm diametro), de 20 a 50 cm de alto, sobre el cual se disponen las hojas en

forma helicoidal, con entrenudos cortos 2,

1.1.3.3. HOJAS
Las hojas son alternadas, largas pecioladas agrupados en espirales cerca del
final de las ramas, cordobrado a suborbicular, 15 — 30 cm de largo y casi tan

anchos, membranosos,glabros, con siete nervaduras que surgen de la base 1,

1.1.3.4. INFLORESCENCIA

Se caracteriza por presentar 2 carpelos a diferencia del resto de los géneros
de Bombacaceae que regularmente presentan 5 carpelos. Ademas posee
columna estaminal dentada o lavada en la region distal y no claramente
digitada. Quararibea presenta gran uniformidad con un solo tipo polinico.
Flores solitarias opuestas a las hojas 0 menos frecuentemente en ramas cortas
axilares. Botones florales ovoides, lisos, densamente lepidotos. Pedicelos de
1 -1.3cm, finalmente lepidotos, con 3 bracteolas anchamente triangulares-
lanceoladas de 2-3mm de longitud, en posicién distal a modo de caliculo en
el boton y mas separadas en la floracién. Caliz de campanulado a
infundibuliforme, en vivo verde-amarillento, &spero al tacto, irregularmente
lobado, de 2.1-2.3cm de longitud y 1cm de ancho, lébulos de 0.4-0.6cm de
longitud. Corola blanca, con pétalos anchamente espatulados de 3-3.2cm de
longitud y 1.6-1.8cm de anchura, en la cara interna con indumento corto,
estrellado, densamente dispuesto y en la cara externa con indumento lepidoto
mezclado con pelos sedosos. Androceo con columna estaminal blanca, de 2.9
— 3.1 cm, densamente sericea, o lepidoto-sericea, ramas estaminales (I6bulos)
de 5-7 mm de longitud y 2-3 mm de anchura, subglabras, erecto-patentes.
Tecas de 35 a 40 en forma de “u” invertida, densamente dispuestas en dos
series longitudinales en cada rama. Ovario de 3-4 l6culos. Estilo con

indumento corto, adpreso-sericeo, estigma disciforme, ligeramente lobulado
[4].

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

1.1.35. FRUTO

La fruta presenta un tamafio de 7 a 15 cm de largo por 5 a 15 cm de diametro,
exocarpio o cascara gruesa, coriceo, pulpa anaranjada, abundante, jugosa,
algo fibrosa, con frecuencia se encuentran frutos cuyo peso es apenas 200g

(producto de una alta fructificacion por arbol) [,

1.1.3.6. SEMILLAS
Los frutos contienen dos a cinco semillas por cada uno de ellos, con un
tamafio de 4 cm x 2.5cm cada una, tienen cotiledones plegados y retorcidos

gue miden de 25 a 35 mm de largo, 10 a 15 mm de ancho y 7 a 9mm de altura
[2]

1.1.4. CLASIFICACION TAXONOMICA

Tabla N° 1.1: Clasificacion taxondmica del zapote*

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Malvales
FAMILIA: Malvaceae

SUBFAMILIA: Bombacoideae
GENERO: Quararibea

ESPECIE : Quararibea cordata (Bonpland) Vischer

1.1.5. COMPOSICION QUIMICA

En Quararibea cordata (zapote) se tienen detectados 22 tipos de carotenoides
incluyendo [-caroteno, a-criptoxantina y B-caroteno-5.6-epoxido; ademas se
determind la presencia de 10 diferentes di-esteres de zeaxantina incluyendo

esteres con 4cidos grasos insaturados 1.
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La Quararibea cordata (zapote) es una fruta con fuentes concentradas de
minerales, fibra y sustancias fitoquimicas nutritivastl. Se encontré también la
presencia de &cidos grasos, poliinsaturados, monoinsaturados y Omega 3. Se
puede mencionar los siguiente metabolitos oxidados encontrados en Quararibea
cordata (zapote), retinaldehido y acido retinoico, que también son compuestos
con actividad bioldgica. El retinaldehido es la forma esencial de la vitamina A qué
se necesita para una vista normal, en tanto que el &cido retinoico es necesario para
una morfogenia normal, el crecimiento y la diferenciacién celular. Entre otros
compuestos encontrados también figuran el &cido cafeico, poliaminas, acido
feralico, dimeros de proantocianidina y catequinas !,

La fruta Quararibea cordata (zapote) presento valores pH entre 6.76 y 6.86,
también una baja acidez y presencia de acido ascorbico, azucares, solidos totales
61 En la siguiente Tabla N°1.2 se describen los componentes quimicos presentes
en el zapote.

Tabla N°1.2 Componentes quimicos presentes en 100g de la porcion comestible

Componentes Cantidad
Calcio 22 mg
Fosforo 17mg
Hierro 1.8 mg
Retinol 130 ug

Tiamina 0.02 mg
Riboflavina 0.09mg
Niacina 0.62 mg
Acido ascorbico 8.9 mg

Fuente: Tablas peruanas de composicion de alimentos, centro nacional de alimentacién y nutricion

Instituto nacional de Salud, 2009 [8],
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Tabla N°1.3 Composicion aproximada expresada en % (g/100g de fruta) y
valor energético total (Kcal/100g de fruta)

Cascara Pulpa Semillas
Humedad 86.59+0.23 86.97+0.37 36.45+0.6
Cenizas totales 0.73+0.01 0.49+0.01 1.56+0.03
Lipidos totales 1.03+0.02 1.56+0.02 3.1+0.01
Proteinas crudas 0.56+0.01 0.64+0.01 7.05+0.08
Carbohidratos 11.09+0.18 10.34+0.18 51.84+0.54
totales
Valor energeético 55.87 57.96 263.46
total

Fuente: Alessandra Berto et al. Proximate compositions, mineral contents and fatty

acid compositions of native Amazonian fruits. Brazil. 2015 [,

1.1.6. USOSY PROPIEDADES

Quararibea cordata (zapote) es un alimento natural consumido de forma fresca o
procesada en bebida, jugos y néctares. La fruta también es servida en postres.

La corteza de Odontocarya tripetala es hervida con Quararibea cordata y ajies
para eliminar gusanos segun la medicina folclérica de la Amazonia %,

La madera de Quararibea cordata es usada para la construccién (elaboracion de

tableros contrachapados), artesania y como lefia [*4.

1.2. POLIFENOLES

Los compuestos fenodlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Ellos son
responsables del color y las caracteristicas sensoriales de las plantas y alimentos. Son
unos de los principales metabolitos secundarios de las plantas. El término
“compuestos fenolicos” engloba a todas las sustancias que poseen varias funciones
fenol unidas a estructuras arométicas o alifaticas. Los fenoles se encuentran casi en
todos los alimentos de origen vegetal pues estan presentes en frutas, hortalizas, raices
y cereales. Son alimentos ricos en fenoles la cebolla, el te, el vino tinto, el cacao, el
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aceite de oliva virgen y alimentos procesados como el galletén con granos integrales
[12,13,62,64].
En estos dias los polifenoles son usados como ingrediente funcional en la preparacion
de comidas y suplementos dietéticos. Debido a su importancia por sus propiedades
organolépticas y la salud humana, una mejor comprension de sus estructuras
relacionadas a su absorcion, metabolismo y biodisponibilidad en el hombre seria de
gran ayuda para indicar el potencial terapéutico como agentes terapeuticos y también
de gran utilidad para predecir y controlar la calidad del producto. Varios estudios in
vivo e in vitro confirmaron que los compuestos fendlicos tienen un rol crucial con
efectos  antioxidantes, antimicrobianos, antidiabéticos, antitumorales y
antiinflamatorios [1516:17:63],
Los polifenoles se pueden clasificar en dos grandes grupos: los productos naturales
son importantes fuentes de compuestos bioactivos.
e No flavonoides

o alos fenoles no carboxilicos: C6, C6 —C1, C6 — C3.

o Acidos fenoles: derivados del acido benzoico C6 — C1 y derivados del

acido cindmico C6-Cs3.
e Flavonoides (C6 — C3 — C6) formados por 2 grupos bencénicos unidos por un
puente tricarbonado. Tiene los siguientes subgrupos:

o Antocianos.

o Flavonas, flavononas y flavanonoles.

o Flavanoles, taninos condensados y lignanos [°1,
Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes.
Por un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y por otro, impiden que los metales
catalicen las reacciones de oxidacion. Asi, los grupos hidroxilo, al estar unidos a un
anillo bencénico presentan la posibilidad de que el doblete del atomo de oxigeno
interaccione con los electrones del anillo, lo que les confiere unas caracteristicas
especiales respecto del resto de alcoholes. La célula ha desarrollado mecanismos para
protegerse de la influencia de los radicales libres, asi algunos mecanismos
antioxidantes son enzimas como la superoxido dismutasa (cataliza la conversién de
dos aniones superdxidos a una molécula de perdxido de hidrégeno y oxigeno),
enzima catalasa peroxisomica (convierte el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
y por esta ruta completa el retiro de ROS iniciado por el SOD) 71, Como se indicd

previamente, los polifenoles son conocidos por ser agentes que pueden atrapar una
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gran variedad de ROS (especies reactivas de oxigeno) por mecanismos ya analizados
que incluyen atrapamiento directo de ROS, supresion de ROS, formacion por
inhibicion de las enzimas envueltas en su produccidn, y proteccion de los sistemas
de defensa celular antioxidante. Las frutas, vegetales, granos y hierbas son fuentes
comunes de polifenoles. La mayoria de los compuestos fendlicos, flavonoides y
antocianinas son antioxidantes hidrosolubles. Los compuestos fenolicos son los
antioxidantes mas abundantes en la dieta humana. Son metabolitos secundarios de
plantas con aproximadamente 8,000 variantes en su estructura presentan anillos(s)
aromaticos(s) con uno o mas grupos OH. Los compuestos fenodlicos estan
subdivididos en grupos por el nimero de anillos arométicos y por los elementos
estructurales que ligan esos anillos 1281,

Acidos fendlicos: se distinguen dos clases dependiendo de la estructura: derivado de
acido benzoico (&cido galico) y derivados de acido cindmico (&cido cafeico, ferulico
y cumarico). Los é&cidos hidroxicinamicos son mas comunes que los &cidos
hidroxibenzbicos y consisten en uniones p-cumarico, cafeico, ferdlico y acidos
sinapicos. Estos acidos son raramente encontrados en una forma libre, excepto en los
alimentos procesados que pasan por procesos de congelamiento, esterilizacion o
fermentacion 1%,

Los flavonoides: Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas con una
estructura que contiene difenilpropano. Incluyendo las flavonas, flavones,
isoflavonas, flavanonas, antocianinas y flavoles. Estan subdivididos en funcion a su
estructura quimica. Los flavonoides estan presentes naturalmente en la dieta, asi
como muy presentes en muchas frutas y vegetales y bebidas como por ejemplo las
flavanonas se encuentran en grandes cantidades en frutas citricas como la mandarina,
las isoflavonas se encuentra en la soya siendo un recurso consumido en la dieta
humana y en la cerveza pueden encontrar las proantocianidinas que le dan su
caracteristica astringente (181,

Estilbenos: se caracterizan por tener en su estructura como nucleo 1.2-difeniletileno
con sustituyentes hidroxilo y anillos aromaticos, el mas representativo del grupo es
el trans- resveratrol (€1,

Taninos: polifenoles solubles en agua, se dividen en dos grupos hidrosolubles y
condensados. Presentan por lo general dos grupos galotaninos y elagitaninos 81,
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Diferuloilmetanos: Son un pequefio grupo de compuestos fenolicos
estructuralmente tienen dos anillos aromaticos sustituidos por grupos OH, algunos
contienen cadenas alifaticas, la curcumina es ejemplo de este grupo 181,

Lignanos: estan formados por 2 unidades fenilpropanicas. Los lignanos son
metabolizados a enterodioles y enterolactonas por la microflora intestinal. La linaza
es la fuente mas alta de lignanos mientras que las frutas contienen poca cantidad de
ella 1281,

En cuanto a la ingesta total de compuestos fendlicos en la dieta, los acidos fendlicos
forman aproximadamente una tercera parte y los flavonoides son los dos tercios
restantes. Los flavonoides mas abundantes en la dieta son flavanoles (catequina),
antocianidinas y sus productos de oxidacién. Las principales fuentes de polifenoles

son zumo de frutas citricas, vino, te, café, chocolate y cerveza 61,

Las frutas son fuentes adecuadas de polifenoles, quienes son fuentes naturales de
antioxidantes con multiples efectos bioldgicos. Ellos estan presentes en las frutas,
semillas, hojas vy su cantidad presente depende del cultivo, condiciones del cultivo,
maduracion de la fruta, tipo, variedad y partes de planta. Los polifenoles son los
antioxidantes mas abundantes en la dieta y la falta de estos tiene impacto en la salud.
Los compuestos fendlicos son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua
[21,22]_
Las uvas son fuentes de compuestos fendlicos, asi también otros frutos exéticos de
la Amazonia tales como jabuticaba (Myrciaria jaboticaba), tucuma (Astrocaryum
aculeatum) y jatoba (Hymenaea stigonocarpa), aguaje (Mauritiella aculeata), acai
(Euterpe oleracea) mostraron también presencia de compuestos fendélicos lo que le
brinda relevancia a sus actividades antioxidantes y antiinflamatorias [2%:2%: 65661,
1.2.1. BENEFICIOS DE LOS POLIFENOLES
Se tiene evidencia que los polifenoles a partir de frutas tropicales pueden tener
propiedades fisioldgicas beneficiosas, en las que se incluyen un amplio rango de
actividades  biologicas  incluyendo  propiedades  antioxidantes vy
antiinflamatorias?®. Los frutos frescos son nutricionalmente equivalentes a
porciones pequefias de frutos secos. Los frutos secos tienen contenido de fibra,
compuestos fendlicos y taninos. Se tiene evidencia cientifica que el consumo

regular de los frutos secos aporta calidad de vida 262" 28],
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Debido a que los compuestos fendlicos se encuentran de forma abundante en
alimentos vegetales. Este beneficio estd relacionado con su capacidad
antioxidante, pues gracias a ello tienen la propiedad de eliminar radicales libres
[29]'

El consumo tanto de verduras y frutas pueden mantener un balance adecuado.
Adicionalmente, los polifenoles presentes en las frutas tienen excelentes
propiedades como preservantes. Ademas, su capacidad antioxidante y su habilidad
de proteccidn ha sido demostrada frente a las siguientes patologias a continuacion

descritas y/o actian contra estas 2% :

Obesidad 18
Estrés oxidativo (8!

Inflamacién crénica [18]

YV V V VY

Inhibicién de la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
[26]

Parasitosis [?°]

Disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (2631

Ciertos tipos de cancer 2431

Diabetes tipo 11 21

Osteoporosis 24

Disfuncion hepética y mitocondrial 2]

Desordenes visuales [27)

Diarrea [27]

Enfermedad de Alzheimer ']

vV V.V V V V V V VY

1.2.2. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES (FOLIN-
CIOCALTEU)

El ensayo con el reactivo de Folin-Ciocalteu es un método usado para determinar

el contenido total de fenoles en frutas secadas #71,
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Figura 1.2 Reaccidn del reactivo Folin-Ciocalteu con acido galico. Fuente: Mufioz B
etal ,2017
Este método es también conocido como el método del &cido gélico equivalente
(GAE) es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato usado en ensayos
colorimétricos de antioxidantes fendlicos y polifendlicos. Tiene la capacidad de
medir la cantidad de sustancias que son examinadas para inhibir la oxidacién del
agente. La naturaleza exacta del FCR es desconocida pero se acepta que contienen
complejos de &cido fosfomolibdico y fosfotungstico. El sistema de examen es la
mezcla del tungstato y molibdato en un medio altamente basico. Los fenoles son
enérgicamente oxidados en un medio basico resultando en la formacién de
oxigeno, el cual reacciona con el molibdato con formacion de 6xido de molibdeno
(MoO) obteniendo una absorbancia intensa cerca de 750nm. Este método es
preciso, sensitivo y simple, puede ser Gtil para estandarizar muestras botanicas
probando asi que las limitaciones y variaciones estan apropiadamente controladas.
Generalmente se utiliza acido galico como un compuesto de referencia asi los

resultados se expresan en equivalentes de acido galico 21,

1.3. ANTIOXIDANTES

En las frutas y vegetales hay una mezcla compleja de antioxidantes y otros macro y
micronutrientes potencialmente beneficiosos, los cuales pueden funcionar con
diferentes cinéticas y dindmicas. La dieta es de importancia para mantener las
defensas antioxidantes ya que es la via de entrada de los compuestos antioxidantes al

organismo [2%331,
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Los antioxidantes son sustancias que ayudan a neutralizan el efecto nocivo que los
subproductos llamados radicales libres ejercen en las células y los tejidos.

Su efecto protector ha sido atribuido a la presencia de compuestos con actividad
antioxidante en los alimentos consumidos por el hombre. Algunas de sus funciones
estan el ser captadores de radicales libres, formadores de complejos de metales pro-
oxidantes, agentes reductores y desactivadores de la formacion de oxigeno singlete.
Estos son compuestos quimicos que nos ayudan a reducir la oxidacion que
enfrentamos diariamente, se denominan comdnmente como cualquier sustancia que,
cuando esta presente en concentraciones bajas en comparacion a las de un sustrato

oxidable, retrasa o impide significativamente la oxidacion de ese sustrato (17301,

1.3.1. CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES
Los antioxidantes se clasifican segun su origen
1.3.1.1. ANTIOXIDANTES ENDOGENQOS
Mecanismos enzimaticos del organismo (superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glutation y Coenzima Q). Algunas enzimas necesitan de
factores metalicos como selenio cobre o zinc y magnesio para poder realizar

el mecanismo de proteccion celular 231,

1.3.1.2. ANTIOXIDANTES EXOGENOS

Son introducidos por la dieta y deben ser capaces de neutralizar la accion
oxidante de la molécula inestable der un radical libre sin perder su propia
estabilidad quimica. Entre los mas importantes presentes en los zumos de
frutas se encuentran la vitamina C vitamina E y diversos carotenoides y
diversos compuestos fendlicos entre otros 34,

Algunas fuentes importantes de estos compuestos son las bayas, frutos secos,
frutos citricos, vinos y bebidas como te y mates (landete) sin embargo, es
importante la consulta médica y la correcta prescripcion de una dieta
balanceada ya que en dosis altas estos antioxidantes podrian actuar como pro
oxidantes [#2,
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1.3.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS

La actividad antioxidante de los acidos fendlicos y sus derivados dependen en el
namero y la posicion de grupos hidroxilo enlazados al anillo aromatico, el sitio de
union y la mutua posicion de los grupos hidroxilo en el anillo aromético y el tipo
de sustituyentes. Asi la glicosilacion y otras sustituciones determinan la actividad
de secuestros de radicales por los compuestos fendlicos. Las diferencias que
existen entre la actividad de secuestro de radicales estan distribuidas a las
diferencias estructurales de hidroxilacion, glicosilacion y metoxilacion B2,

Las disposiciones estructurales que imparten mayor actividad antioxidante son a
sustitucion 3’ y 4’ orto-dihidroxi en el anillo “B”, las disposiciones en posiciones
meta en los carbonos 5’ y 7° del anillo “A” y en combinacion con los grupos ceto
en posicion 4’ e hidroxilo en posicién 3'de la cadena ciclica de tres atomos de
carbono. Los grupos orto-dihidroxi estructuralmente son los mas importantes por
presentar una alta actividad 2. Pueden actuar mediante dos mecanismos:

a) COMO CAPTADORES DE RADICALES LIBRES: los compuestos fendlicos
pueden actuar como donantes de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un
radical libre, en reacciones de terminacién que rompen el ciclo de generacion de
nuevos radicales libres; deteniendo las reacciones en cadena en la que estos estan
implicados. Al ceder ese atomo de hidrégeno se da lugar a la formacion de un
radical intermedio llamado radical fenoxilo. Este es menos reactivo dado a que se
estabiliza por resonancia con los electrones “p” del anillo aromatico 2,

b) COMO QUELANTES DE METALES: esta accion requiere la presencia de
grupos hidroxilos cercanos al anillo aromatico. De este modo, los orto
dihidroxifenoles son secuestradores efectivos de iones metalicos e inhiben la
generacion de radicales libres por la reaccion de Fenton 32,

Fe** + H,02 > Fe™™ + OH + OH
Sin embargo, existen otros factores que afectan la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos. Asi, el nimero y posicién de grupos hidroxilo, la presencia
de azucares y el grado de polimerizacion determinan sus propiedades tales como
la solubilidad y tendencia a ceder electrones o &tomos de hidrogeno.
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El grado de polimerizacion de los compuestos fendlicos tiene un marcado efecto
sobre la actividad antioxidante. Asi, los compuestos poliméricos son mas potentes
como antioxidantes que los monémeros 61,

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos tiene interés desde un punto
de vista tecnolégico y nutricional. De esta manera los compuestos fenolicos
intervienen como antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencién
y preparacion de alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una

reduccion en la utilizacién de aditivos antioxidantes 2,

1.3.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
La capacidad antioxidante in vitro de los compuestos fendlicos ha sido
extensivamente estudiada a partir de los mecanismos antioxidantes tales como la
transferencia de atomos de hidrogeno (HAT): ORAC (del inglés: oxygen radical
absorbance capacity); transferencia de un electron (SET): FRAP (del inglés:
ferric reducing hability pf plasma), CUPRAC (del inglés: cupric reducing
antioxidant capacity); mixto (HAT y SET): DPPH (donde se emplea el 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (o también conocido como TEAC del inglés:
trolox equivalent antioxidant capacity) y evaluacion de la oxidacién lipidica:
indice de perdxido, dienos conjugados, valor de p-anisidina, sustancias reactivas
con el &cido tiobarbitirico (TBARS del inglés: thiobarbituric acid reactive
substances) y compuestos organicos volatiles 31,
1.3.3.1. METODO DPPH
Para determinar la capacidad antioxidante de la pulpa de zapote (Quararibea
cordata) se utilizé el método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
1.3.3.1.1. FUNDAMENTO
El ensayo con DPPH es un método indirecto para determinar la actividad
antioxidante. El radical DPPH es uno de los pocos radicales estables de
nitrégeno organico, el cual tiene una coloracion purpura. Es un producto
de facil adquisicidon y no necesita ser activado como en el caso de otros
métodos. En la prueba de DPPH, los antioxidantes fueron capaces de
reducir al radical estable DPPH a una coloracién amarilla de difenil-
picrilhidrazina. EI DPPH es utilizado bastante como un agente evaluador
de la eliminacién de radicales libres por los antioxidantes. Es un radical
libre estable que muestra una méxima absorbancia a 517nm. Cuando el
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radical DPPH encuentra a un donador de protones como por ejemplo un
antioxidante, los radicales pueden eliminarse y la absorbancia se reduce.
El test es simple, rapido y solo necesita de un espectrofotémetro UV-VIS
para realizarlo, lo cual explicaria su uso generalizado en la deteccién de
antioxidantes. La estabilidad del radical DPPH lo hace muy util para
investigar su capacidad de atrapar radicales libres de los fenoles, catecoles

y anilinas B,

El método estd basado en la reduccion de las absorbancias de la solucion
en metanol o etanol de DPPH en la presencia de un antioxidante donador
de hidrégeno en donde sufre un reordenamiento estructural. Los
compuestos fendlicos pueden actuar como donadores de hidrogeno o de
electrones en reacciones de este tipo, ya que el radical fenoxilo generado
es menos reactivo y se estabiliza por resonancia con los electrones pi del
anillo aromatico de los compuestos fendlicos, la donacion del hidrégeno
permite la generacion de la forma no radicalaria DPPH-H, que explica el
cambio de coloracion que ocurre en el mecanismo de reaccion del radical

y la reaccion que ocurre con el antioxidante 2,

NOZ NOZ

Figura 1.3 Estructura del DPPH y su reduccion por un antioxidante
Fuente: La Rosa Toro, Vigo Lopez & Muedas Taipe, 2011.

1.4. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo en la etiologia de las enfermedades crénicas y degenerativas
sugieren que los antioxidantes tanto enddgenos y exdgenos, son necesarios para
proteger los componentes celulares del dafio oxidativo. Es un estado de la célula en
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la cual se encuentra alterada la homeostasis oxido-reduccion intracelular, es decir el
balance entre pro-oxidante y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una
excesiva produccion de especies reactivas de oxigeno y/o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes, conduciendo a dafio celular. Un gran numero de
enfermedades por ejemplo diabetes tipo IlI, cancer, Alzheimer, obesidad e
hipertensién estan asociadas con la excesiva produccion de especies reactivas
(especies de oxigeno y nitrégeno) dando como resultado en stress oxidativo. % el
estrés oxidativo puede llegar a provocar dafio celular por una disfuncion endotelial y

un progresivo deterioro de la salud vascular [£6:3437.16],

1.5. RADICALES LIBRES

Los radicales libres son moléculas que contienen en su Gltima orbita uno 0 mas
electrones desapareados esta caracteristica los hace reaccionar rapidamente con otras
moléculas. Los radicales libres son a&tomos altamente reactivos con capacidad de
robar un atomo de las moléculas vecinas. Dicho mecanismo genera que la
produccioén de radicales libres sea una reaccion en cadena ya que al reaccionar un
radical libre con una molécula no radical inevitablemente esta ultima pasa a ser un
radical libre 3828391,

Alteraciones fisioldgicas y bioquimicas en el cuerpo humano pueden resultar en la
sobreproduccidn de radicales libres provocando dafio oxidativo en las biomoléculas.
Los radicales libres incluyen superoxido, radical hidroxilo y radical peroxido,
generalmente resulta en la degradacion de la proteina, peroxidacion lipidica y
oxidacion del ADN, quien ha sido considerada estar ligada a muchas enfermedades
cronicas como diabetes, cancer, y aterosclerosis. Muchos estudios han demostrado
que el consumo de frutas y verduras promueve el estado de salud correcto y previene

las enfermedades [4041:4243]

Los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno como los iones superéxido
(02), radicales hidroxilo (OH), radical 6xido nitrico (NO), oxigeno molecular
singlete (O>), radicales peroxinitrito y perdxido de hidrégeno (H202) los que son
generados por las células durante su metabolismo de varios procesos bioquimicos y
fisiologicos 141,

Los radicales més perjudiciales en organismos vivos son los radicales de oxigeno a

veces denominado especies de oxigeno reactivas (sobre todo las superdxido,
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hidroxilo y perhidroxilo). Las ROS son pequefias moléculas de oxigeno que
participan en las reacciones redox porque tienen una alta reactividad. Las reacciones
redox estan divididas en dos procesos quimicos: oxidacion y reduccién. Las ROS
estan compuestas por radicales libres y no-radicales, ambos organicos e inorganicos.
Los radicales libres son una de las causas de un gran numero de enfermedades
incluyendo céancer, enfermedades cardiovasculares y ateroesclerosis Y. La tabla
N°1.3 describe los tipos de radicales libres segln las especies reactivas.

Tabla N°1.4 Tipos de radicales libres
TIPO RADICAL LIBRE

Especies reactivas del oxigeno (ROS) Anion superoxido (O2)
Radical hidroxil (HO)
Peréxido de hidrégeno (H202)
Acido hipocloroso (HCIO)
Oxigeno singlete (102)
Ozono (03)

Especies reactivas del nitrogeno (RNS) Nitroxido (NO)
Dioxido de nitrogeno (NO3)
Peroxinitrilo (ONOO")
Radical alcoxil (RO)

Radical peroxil (ROO)

FUENTE: Avello M et al, 2006

Tenemos ejemplos resaltantes:

Anion superoxido (O2): es el radical més abundante y comin a nivel celular. Se
forma principalmente en la cadena de transporte de electrones y en la fagocitosis
para ser usado como defensa bactericida. Es generado en reacciones de auto
oxidacion y enzimaticas en diferentes organelos celulares 14,
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Peroxido de hidrogeno (H202): No es un radical libre, pero es una forma reactiva de
gran importancia, ya que posee la capacidad de generar el radical hidroxilo cuando se
encuentra en presencia de metales como el hierro. Esta ROS, es formada
principalmente en la matriz mitocondrial, al realizar la reduccion parcial de oxigeno o
en la dismutacién del radical supersxido por la enzima superéxido dismutasa (SOD).
Aunque también se genera en otros organelos celulares como el reticulo endoplasmico,

peroxisomas Y citosol (4],

Es de conocimiento que los excesos de radicales libres pueden dar lugar a la induccion
de importantes cambios fisiolégicos, que por lo general desembocan en el desarrollo
de ciertas enfermedades. Asi cuando los niveles de ROS exceden la capacidad de
defensa de los sistemas antioxidantes, el resultado es el progreso del envejecimiento y
funciones fisioldgicas anormales. Para contrarrestar estos efectos nocivos, el
organismo suele disponer de moléculas ricas en electrones que, al donarlos, ejercen un
efecto antioxidante. Sin embargo, cuando los sistemas antioxidantes defensivos del
organismo se ven superados por la actividad dafiina de los radicales aparece un estrés
oxidativo, iniciador de ciertas situaciones patoldgicas con mayor o menor
trascendencia en la salud 2%,

Se puede llevar al organismo a las siguientes posibilidades:

e Adaptacion: ya que hay aumento de la actividad de los sistemas de defensa

antioxidante, que protege a la célula frente a dafios futuros.
e Dafio en tejidos: por dafio en lipidos, proteinas y carbohidratos.

e Muerte celular: por necrosis o apoptosis 161,

1.6. LIOFILIZACION

El procedimiento Ilamado criodeshidratacion, criodesecacion o liofilizacion, consiste
en congelar el producto para luego deshidratarlo al vacio, aprovechando la propiedad
de sublimacidon que posee el hielo, es decir, la propiedad que le permite pasar de una
fase solida a la fase gaseosa sin fundirse. Mediante este proceso se elimina a muy baja
temperatura, el agua de un producto que se mantiene congelado y rigido mientras esta
himedo. En esas condiciones el producto asi obtenido no pierde sabor, pesa menos y

se conserva durante mas tiempo [45 461,
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1.6.1. PRINCIPIOS FISICOS DE LA LIOFILIZACION

La liofilizacion es un proceso en el que se congela el producto y posteriormente
se introduce en una camara de vacio para realizar la separacion del agua por
sublimacidn. De esta manera se elimina el agua desde el estado solido al gaseoso
del ambiente sin pasar por el estado liquido. Para acelerar el proceso se utilizan
ciclos de congelacion-sublimacion con los que se consigue eliminar practicamente
la totalidad del agua libre contenida en el producto original, pero preservando la

estructura molecular de la sustancia liofilizada [°.

En el diagrama de fases, la frontera entre el gas y liquido ve desde el punto triple
hasta el punto critico. La liofilizacién (flecha azul) lleva el sistema alrededor del
punto triple, evitando asi la transiciéon directa de liquido a gas de un secado

tradicional (flecha verde).

Figura 1.4 Diagrama de fases del proceso de liofilizacion. Fuente Amersham
Biosciences, 1999.

Para llevar a cabo el proceso de liofilizacion se necesita determinar los siguientes
parametros.

a) Punto eutéctico del producto.

b) Presion.

c) Temperatura.

La reduccién de la presion existente en la cAmara, con temperatura y presion por
debajo de la correspondiente al punto triple, hace que inmediatamente se inicie la
evaporacion de la humedad. La fase de sublimacién concluye cuando ya no hay hielo

para retirar del producto.
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El producto seco liofilizado tiene una estructura porosa, debido a que las moléculas
de agua han abandonado sus sitios dejandolos asi, por tanto estos poros tienden a
llenarse con aire atmosférico, el cual es muy dafiino por contener oxigeno que da
lugar a la oxidacion y ranciamiento, es por esto que se busca un gas inerte o aire seco
para evitar estos fendmenos, una vez secado el producto, va a un tambor de producto

terminado 4%,

1.6.2. VENTAJAS DE LA LIOFILIZACION

La liofilizacion ofrece multiples ventajas:

a) Calidad superior del producto final.

b) Longevidad del producto procesado, manteniendo sus propiedades.

c) En efecto, la baja presién del proceso y la débil conductividad de los
productos liofilizados (debido a la textura porosa) afectan de manera
significativa y negativa la transferencia de calor y de masa y por consecuencia
la duracion de la operacion de deshidratacion.

d) Se reduce considerablemente la desnaturalizacion proteica, de modo que los
tejidos se conservan en estado viable. Debido en parte a las bajas temperaturas
empleadas y también a la ausencia de migracion de sales y otros solutos, el
producto final tiene exactamente el mismo grado de uniformidad que el
material primitivo.

e) La pérdida de constituyentes volatiles, tales como aceites esenciales, es
generalmente menor que otros métodos de desecacion.

f) Ladesecacion es uniforme y rara vez observa un endurecimiento superficial.

g) En las condiciones de baja temperatura en que se realiza la desecacion no se
produce ningln crecimiento bacterioldgico, ni cambio enzimatico.

h) En virtud del elevado vacio empleado, en comparacion en el empleado en la
evaporacion ordinaria, la cantidad de oxigeno presente es tan pequefia que
resultan protegidos, incluso, los componentes facilmente oxidables.

i) Los productos liofilizados pueden almacenarse por largo tiempo
completamente secos, bajo condiciones adecuadas de temperatura y
humedad[s].
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1.6.3. DESVENTAJAS DE LA LIOFILIZACION

a) Elevado costo debido a que el proceso es relativamente largo y complejo.

b) EI producto debe conservarse en condiciones adecuadas de temperatura y
humedad ya que es facilmente reconstituible.

c) En el caso de polvo liofilizado, este es muy higroscopico si esté expuesto al
ambiente sin ningun tipo de cuidado !,
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios H-203 vy el
Laboratorio de investigacion Proyecto Mercurio de la Universidad Catolica de Santa

Maria.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1. Quararibea cordata (ZAPOTE)
El material utilizado fue el mesocarpio de la fruta teniendo en cuenta su aspecto,

color y tamafio para finalmente liofilizarlas. La cantidad de Quararibea cordata
obtenida en el Mercado de Abastos Andrés Avelino Céaceres de la ciudad de

Arequipa fue de 3 Kg.

Los parametros para que las frutas formen parte del grupo de estudio fueron
tamafo, consistencia firme y peso de aproximadamente 150g. ElI material
biolégico fue refrigerado a una temperatura de 4°C hasta que fuera liofilizado
(Ver Anexo 1).

2.2. MATERIAL DE LABORATORIO
e Tubos de ensayo de 15 x 100 mm, Pirex.

e Micropipetas autométicas de 10-50 pL y 10-100 pL.
e Beaker de 10 y 500 mL.

e Fioladeb5,10y 25 mL.

e Matraz de 100 ml

e Pipetasdel,2,5y 10 mL.

e Probeta Eurolab de 50 mL.

e Placa de silicagel, Merck

e Cuba cromatogréafica

e Pesa-filtro

e Pizeta

2.3. EQUIPOS
e Balanza Analitica Sartorius TE2145.
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e Centrifuga de 12 tubos Zec Centra CLo.

e Espectrofotometro Cary 60 de Agilent.

e Sonicador P Selecta Ultrasons H.W. Kassel S.A.

e Equipo de Liofilizacion modelo Triad “ LABCONCO”

e Agitador Vortex Analog mixer

2.4. REACTIVOS
e Etanol 96% (CH2-CH20H) (DIPROQUIM)

e Cloroformo (DELTAQUIMICA)

e N-Pentano (Merck)

e Reactivo Trolox (Calbiochem)

e Reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)P.A.
e Reactivo de Folin Ciocalteu P.A. (Merck)

e Acido galico P.A. (C7HsOs)

e Carbonato de sodio P.A. (Na2COs)

e Acido sulfarico 97% (H2S0.)

e Acido acético glacial 100% (CH3-COOH) (Merck)

2.5. OTROS
e Espatulas.

e Gradillas.

e Pinzas.

e Soportes Universales.
e Alcohol 96°.

2.6. METODOS
2.6.1. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

2.6.1.1. LIOFILIZACION DEL MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron las muestras refrigeradas mencionadas en el apartado 2.1.1. Se
procedi6 a lavarlas con agua destilada y se extrajo el mesocarpio de cada fruta
extrayendo sus semillas de en medio de ella. Posteriormente se coordiné el
uso del equipo de liofilizacion modelo Triad “LABCONCO” de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catélica de Santa Maria, el
mesocarpio fue cortado en rodajas delgadas para después ser colocadas en la
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bandeja del equipo. Los frutos liofilizados se colocaron en un envase de vidrio

sellado y fueron almacenados hasta su uso.

Figura 2.1 Equipo de Liofilizacion Fuente propia
A continuacion se describen las condiciones experimentales de liofilizacion
enla Tabla 2.1
Tabla 2.1 Condiciones de liofilizacion de las muestras

Proceso Temperatura Tiempo
Pre freeze - 6 horas
Seg. 1 -50°C 20 horas
Seg. 2 -20°C 24 horas
Seg. 3 10°C 8 horas

Para obtener el rendimiento de la muestra liofilizada se procedi6 a pesar la
muestra fresca y de igual forma luego del proceso de liofilizacién, se utilizo
la siguiente ecuacion 2.1
% Rendimiento = (peso muestra seca / peso muestra fresca)*100

Ecuacion 2.1 Calculo de rendimiento del liofilizado

2.6.1.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS
Luego de obtener la muestra de zapote liofilizado, se procedi6 a pesar 10g de

este y se coloco en 40 mL de alcohol etilico 96° en un matraz de 100 mL de
capacidad, se procedio a sonicar durante 10 minutos, como se observa en la
figura 2.2 y luego se centrifugo a 2000 RPM por 10 minutos, se separo el
sobrenadante en un vaso de precipitado de 400ml cubierto de papel aluminio,
dejandolo evaporar a temperatura ambiente. EIl proceso fue exactamente
repetido con el cloroformo y el n-pentano, respectivamente, hasta presentar
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decoloracion.

pentanico.

Figura 2.2 Equipo de sonicacion. Fuente propia

2.6.1.3. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS ALCOHOLICO,
CLOROFORMICO Y PENTANICO
Los extractos etandlico, cloroférmico y pentanico fueron pesados para

obtener el valor de rendimiento del método de sonicacién. Para ello se
procedi6 a pesar el vaso de precipitado vacio y fue comparado con el valor
obtenido con el residuo. Luego se aplica la siguiente formula expresada en la

Ecuacién 2.2:

%R = L4, 100
0 —fo

Ecuacion 2.2 Porcentaje de rendimiento
Donde %R hace referencia al porcentaje de rendimiento, Wi es el peso del
extracto y WTf es el peso seco de material vegetal.
El extracto se guard6 en envases de vidrio, cubriéndolos en papel aluminio y

almacenandolo a 4°C hasta su uso.

2.6.2. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Para el analisis de los compuestos fendlicos totales se usé el método de Folin-

Ciocalteau.

2.6.2.1. PREPARACION DE SOLUCION STOCK ACIDO GALICO
Se procedié a pesar el &cido galico puro en un cantidad de 50 mg para luego

colocarlo en una fiola de 50ml de volumen, agregandole agua ultrapura se

agita vigorosamente para alcanzar una mezcla optima y se enraza. El envase
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es protegido de la luz con papel aluminio. La concentracion alcanzada fue de
1000ppm.

2.6.2.2. CURVADE CALIBRACION

A partir de la solucion patron de acido galico de 1000 ppm, se procedio a
realizar una serie de diluciones con agua destilada para obtener
concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 ppm. Para ello se colocd en distintas fiolas
protegidas de la luz 20, 40, 60, 80 y 100 uL de la solucién patron antes
descrita. Como se describe en la tabla 2.2 a cada fiola de 10mL se le adiciono
250 uL del reactivo de Folin-Ciocalteau 1N, se agito y luego se agreg6 2mi
de carbonato de sodio al 20%. La mezcla se agito, se enrazo utilizando agua
destilada y se dejo reposar por 2 horas. Finalmente, se tomd la lectura en el
espectrofotometro (CARY60 UV-VIS, Agilent Technologies) a 760nm. El
blanco tuvo los mismos componentes quimicos excepto el acido galico.

Para comparar los analisis realizados con el método de Folin Ciocalteu con
el mesocarpio del zapote (Quararibea cordata) todos los experimentos fueron
realizados por triplicado y los resultados fueron expresados como promedio ,
requiriendo primero la determinacion del estadistico F para comparar las
varianzas iguales y diferentes del fruto de zapote (p<0.05). Se utiliz6 el
analisis de varianza y test de Tukey.

Tabla 2.2 Curva de calibracion para método Folin Ciocalteu

Muestra  Concentracion Volumen Reactivo Agua Na.COs3
de 4cido Acido galico Folin destilada
galico ppm uL Ciocalteu

1 2 20

2 4 40

3 6 60 0.25mL 4mL 2mL

4 8 80

5 10 100

Elaboracion: Fuente propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE > UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM ”" DE SANTA MARIA

2.6.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DPPH
2.6.3.1. PREPARACION DEL RADICAL DPPH
El envase del DPPH que estuvo almacenado a una temperatura de 4°C, se

procedio6 a pesar una cantidad de DPPH en una balanza analitica. El peso
total fue de 5.77 mg y fue disuelto con etanol en una fiola de 10ml con el
objetivo de obtener una concentracion de 0.00292mM. La solucién obtenida

se almaceno y protegid de la luz a una temperatura de 4°C.

2.6.3.2. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE TROLOX
El reactivo Trolox conocido también como analogo de la vitamina E fue

utilizado como estandar, asi usando una balanza analitica se pesoé la cantidad
de 4 mg para obtener una concentracion 1.598 mM en una fiola de 10ml. Se

disolvié con etanol 96° al volumen anterior.

2.6.3.3. CURVA DE CALIBRACION
A partir de la solucién madre de DPPH a 0.00292mM se procede a realizar

la gréfica de calibracion que resulta de la mezcla de la solucién stock como
se presenta en la siguiente tabla 2.2 Para finalmente enrasarla en una fiola
de 5 mL se dejo reposar por 30 minutos. Fue leido en el espectrofotometro
(CARY60 UV-VIS, Agilent Technologies) a 517nm.

Figura 2.3 Grupo de fiolas para la curva de calibracion en método DPPH
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Tabla 2.3 Curva de calibracion para método DPPH

Concentracion  Trolox DPPH Etanol
Blanco 0 500 uL

4 uM 125 uL 500 pL

8 uM 250 pL 500 pL C.S.p.
16uM 500 pL 500 pL

24uM 750 pL 500 pL

32uM 1000 pL 500 pL

Elaboracion: Fuente propia

Para comparar los analisis realizados con el método de DPPH con el
mesocarpio del zapote (Quararibea cordata) todos los experimentos fueron
realizados por triplicado y los resultados fueron expresados como promedio ,
requiriendo primero la determinacion del estadistico F para comparar las
varianzas iguales y diferentes del fruto de zapote (p<0.05). Se utilizo el

andlisis de varianza y test de Tukey.

2.6.4. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
La cromatografia se define como la separacion de una mezcla de componentes por

distribucion entre dos fases inmiscibles (la fase movil y fase estacionaria) (/1. La
CCF se realiza utilizando sistemas de disolventes y reactivos reveladores
correspondientes para cuatro tipos de metabolitos secundarios importantes, tales
como reaccion general y sustancias flavonoides, taninos y terpenos.

La cromatografia en capa fina es un procedimiento rapido y especifico para cierto
tipo de sustancias. Se utiliza generalmente la silica gel como adsorbente o alimina
mezclada con un agente que haga se pegue bien en forma de una capa fina porosa
sobre una placa de vidrio o plastico [“81,

La idea y los fundamentos de la utilizacion de un adsorbente cromatogréafico

dispuesto como una delgada capa sobre un soporte inerte rigido, son atribuidos a
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Izmailov y a Shaiber (1938). La cromatografia en capa fina consiste en la
separacion de los componentes de una mezcla a través de la migracion diferencial
sobre una capa fina de adsorbente, retenida sobre una superficie plana. En esta
técnica, una solucion de la muestra que va a ser analizada se aplica por medio de
un tubo capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte distribuido
uniformemente 19,

La cromatografia en capa fina hace parte de una gran familia de técnicas
cromatograficas entre las que se encuentran la cromatografia en columna (CC), la
de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) como las mas
populares. Las técnicas cromatograficas constituyen una herramienta fundamental
en los laboratorios analiticos y de investigacion por lo que su conocimiento es de

trascendental relevancia %511,

2.6.41. FUNDAMENTO
La cromatografia en capa fina se fundamenta en la afinidad de los compuestos

con respecto a la fase estacionaria y la fase movil, impulsados por la accién
capilar se distribuyen sobre la superficie de la fase estacionaria, los compuestos
con mayor afinidad a la fase estacionaria se distribuyen lentamente mientras
que los otros componentes se distribuyen més rapidamente, una vez producida

la separacion se puede visualizar los componentes individuales 2,

2.6.42. PROCEDIMIENTO
La placa de silicagel que se usaron fueron cortadas en la siguientes

dimensiones de 10 cm de largo y 3 cm de ancho, con un lapiz se marc6 una
linea a 1 cm del borde inferior y superior, estas marcas sirvieron como
referencia del inicio y del final en la corrida cromatografica, posteriormente
se sembro la muestra etandlica diluida (1:1 en etanol) en las diferentes placas,
la siembra se realiz6 en banda y repasando 10 veces la muestra, luego las
placas se dejaron secar a temperatura ambiente para luego ser colocadas en
sus respectivas fases moviles.

Las fases moviles fueron preparadas y dejadas en la cuba por un tiempo de
media hora para lograr una saturacion de medio, la cuba cromatografica
estuvo cerrada para evitar la pérdida de la saturacion de medio. Las placas
una vez secas fueron colocadas con cuidado en la cuba, evitando el contacto

de las fases moviles con el punto de siembra de las muestras, evitando asi
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errores en las corridas cromatograficas, seguidamente la fase mévil comenzé
su recorrido arrastrando la muestra hasta la segunda marca de la placa de
silica-gel, manifestando el final de la corrida cromatografia.

Terminada la corrida se procedio a retirar la placa y se la dejo secar a
temperatura ambiente. A continuacion se observd la separacion de los
componentes reflejados como puntos coloreados en las placas con diferentes
tamafios y distancias recorridas.  Después se aplicaron los reveladores
apropiados a cada metabolito a investigar. Todas las placas tuvieron
reveladores aplicados en forma de rociado forma uniforme, dependiendo del
tipo de componentes que se busca separar, identificar y visualizar se dejé
secar a temperatura ambiente o se colocé en la estufa a una temperatura de
100°C por un maximo de 10 minutos. Finalmente las placas se observaron a
una luz de UV/V a 254 nm y 366 nm.

Figura 2.4 Sembrado de la muestra alcoholica en placa de silicagel.

2.6.43. FACTOR DE RETENCION
La retencidn se puede explicar en base a la competencia que se establece entre

el soluto a separar y la fase movil por adsorberse a los centros activos polares
de la fase estacionaria.>? Esta capacidad estd determinada por el nimero y
naturaleza de los grupos funcionales presentes y la naturaleza del disolvente,
donde los solutos mas polares quedaran mas retenidos puesto que se absorben
mas firmemente a los centros activos de la fase estacionaria, mientras que los
no polares seran arrastrados con mayor facilidad. Para realizar el calculo

utilizamos la siguiente formula:

distancia recorrida por el compuesto (X)

Rf

~ distancia recorrida por la fase movil (Y)
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En un sistema particular de disolventes, el Rf es caracteristico de cada
sustancia y es asi posible identificar los compuestos desconocidos en un
determinado alimento. Frecuentemente comparando la migracion de
sustancias desconocidas con la migracidn de compuestos patrén en un sistema
particular de disolventes es posible identificar tentativamente los compuestos

que se encuentran presentes en un determinado alimento [,

2.6.4.4. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

La identificacion de los posibles metabolitos secundarios con propiedades
antioxidantes en la fruta zapote (Quararibea cordata), se llevo a cabo por
cromatografia de capa fina. Para ello se realizo:
e Corrida general mezclando

Acetato de etilo: metanol: agua (80:10:10)
Fue la que mejor resultado demostrd al aplicarle vainillina 5% y &cido
sulfarico 5% en etanol y colocando la placa en la estufa a 100° por 10 minutos.
Esta mezcla permite identificar en la solucion una variedad de metabolitos
secundarios entre los cuales se encuentran los flavonoides, terpenos, taninos
y cumarinas.
En base a la corrida general, se realizaron las siguientes fases moviles para

identificar los metabolitos secundarios:

e Flavonoides.- para este grupo de metabolitos secundarios, se realizaron

distintas pruebas con varias fases moviles siendo la mezcla :
Acetato de etilo: Metanol (90:10)
La que mejor separo los componentes bioactivos correspondientes a este
grupo y se revelo con reactivo de cloruro de aluminio 1% en etanol
esparciendo este reactivo por la placa cromatogréfica, se dejo secar a
temperatura ambiente para luego ser observadas con ayuda de luz ultravioleta
a 366nm.

e Taninos.- para este grupo de metabolitos secundarios, se realizaron
distintas pruebas con varias fases méviles siendo la mezcla de:
Acetato de etilo: metanol (80:20)
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La que mejor separo el componente bioactivo correspondiente a este grupo,
se utilizo cloruro férrico al 5% en etanol esparciendo este reactivo por la placa
cromatografia, se dej6 secar a temperatura ambiente y se observa la placa con

luz natural.

e Cumarinas.- para este grupo de metabolitos secundarios, se realizaron

distintas pruebas con varias fases moviles siendo la mezcla de :
Acetato de etilo: Acido férmico: Acido acético: Agua (100:11:11:26)
La anterior fue la mezcla que mejor separo el componente bioactivo
correspondiente a este grupo, se utilizé como revelador el cloruro férrico al
5% en etanol esparciendo este reactivo por la placa cromatografia. Se dejo
secar a temperatura ambiente y se observa con ayuda de luz ultravioleta a
366nm.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios en la Quararibea cordata en nuestro pais son escasos y mas aun sobre
las propiedades de esta fruta.

El presente trabajo de investigacion buscé evaluar el efecto antioxidante in vitro,
determinar el contenido de compuestos fendlicos en el mesocarpio de Quararibea
cordata (zapote) y conocer algunos de sus metabolitos secundarios, para ello se inici6
con la busqueda, analisis y seleccidn bibliografica donde se encontré reportes de
investigaciones realizadas en el extranjero sobre el efecto de Quararibea cordata
(zapote) en la funcidn antioxidante e identificacion de sus compuestos. Para la
identificacion del género Quararibea, se envio una muestra al laboratorio de Biologia
de la Universidad Nacional de San Agustin, donde se identificd que dicha especie es
Quararibea cordata (Bonpland) Vischer

En el presente proyecto se utilizO mesocarpio de Quararibea cordata (zapote)
liofilizado para la determinacién de su capacidad antioxidante y evaluar su contenido

de compuestos fendlicos.

3.1. OBTENCION DEL LIOFILIZADO DE Quararibea cordata (zapote)

Después de obtener aproximadamente 3 kg de frutos de Quararibea cordata (zapote)
procedentes del centro de abastos Andrés Avelino Caceres, ubicado en la ciudad de
Arequipa. Se cortd y separo el mesocarpio de la cascara y semillas de la fruta luego
se procedié a su liofilizacion en la Facultad de Farmacia de la Universidad Catélica

de Santa Maria; el resultado final se observa en la figura 3.1.

Figura 3.1 Muestra liofilizada de mesocarpio de zapote. Fuente propia
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Con respecto al calculo del porcentaje de rendimiento de liofilizacion, definida por la
ecuacion 2.1, se consideraron los valores de peso de muestra fresca y muestra seca
como se presenta en la tabla 3.1:

Tabla 3.1 Valores considerados en la liofilizacion de Zapote

Muestra Peso de muestra Peso de muestra Rendimiento de
fresca seca liofilizacion %
Mesocarpio Zapote 1755¢ 85.3¢g 45.44%
188.3 ¢ 7749
179.7 ¢ 83.8¢

FUENTE: Elaboracion propia

Las muestras obtenidas se colocaron en frascos estériles protegidos de la luz con papel

aluminio y almacenados a 4°C hasta su posterior uso.

3.2. EXTRACCION EN DIFERENTES SOLVENTES
La extraccion se realizd con etanol, cloroformo y n-pentano ya que se debia

determinar la presencia o ausencia de los compuestos solubles en un solvente polar,
medianamente polar y apolar. Como se observa en la tabla 3.2

Tabla 3.2 Tabla de disolventes usados en orden de polaridad

Disolventes Punto de Ebullicion °C Polaridad
Pentano 36.1 Menor
Cloroformo 61.2

Etanol 78.3 ‘
Agua 100 Mayor

Fuente: Carmen Flores et al.2017

Se procedi6 a pesar la cantidad de 10g de mesocarpio liofilizado y se realizé la
extraccion con los solventes hasta agotamiento. Los extractos presentaron una
coloracion anaranjada-amarilla como se observa en la fotografia del Anexo 5y 6. Se
evaporo a temperatura ambiente, los extractos fueron colocados en envases de vidrio,
estos fueron protegidos de la luz solar con papel aluminio y almacenados bajo

refrigeracion hasta la experimentacion.
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3.2.1. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Pasado el tiempo de evaporacion se obtuvo un residuo como se aprecia en las
fotografias del Anexo 7, 8 y 9 se procedid a pesar los recipientes, los datos
recolectados de cada extracto son aplicados en la férmula de la ecuacion 2.2.

La tabla 3.3 muestra el rendimiento de la extraccion segun tipo de disolvente,
observamos que el alcohol etilico utilizado como disolvente para la extraccion
brindo mayor rendimiento, con un 73.91%. En el caso del mayor rendimiento, los
componentes del zapote tuvieron mayor afinidad por el etanol, por este motivo el
rendimiento fue mayor, este rendimiento mas alto podria deberse a la extraccion
de principios activos con capacidad antioxidante del zapote, como los flavonoides,
compuestos fendélicos y acido galico, dando como resultado un mayor porcentaje
de rendimiento. EI menor porcentaje de rendimiento se obtuvo con el uso de un
solvente de tipo apolar, como el pentano, de tal modo que los componentes del
zapote tuvieron menor afinidad por este tipo de solvente.

A continuacion se expresan los resultados por cada extracto polar, medianamente
polar y apolar:

Tabla 3.3 Rendimiento de la extraccion segun tipo de disolvente

Tipo de disolvente  Cantidad media Cantidad media Rendimiento
de Zapote (9) de extracto final medio de la
(9) extraccion (%)
Alcohol etilico 10 7.391 73.91
Cloroformo 10 0.399 3.99
n-Pentano 10 0.051 0.51

FUENTE: Elaboracion propia
3.3. DETERMINACION LOS COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES
Para la determinacion de compuestos fendlicos totales (CFT), en las muestras de
zapote, se utilizo el ensayo de Folin-Ciocalteu. Este método es uno de los méas usados

actualmente para la determinacion de compuestos fenolicos totales mediante el uso
de una técnica de andlisis espectrofométrico; y fue previamente calibrado empleando
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acido galico como patrén. Se realizaron las curvas de calibracion a partir de una
solucién madre cuya concentracion fue de 1000 mg/L de estandar &cido galico.
En la Tabla 3.4 se presentan los valores obtenidos de absorbancia en la curva de

calibracion de acido galico a 760nm, las mediciones se realizaron por triplicado.

Tabla N° 3.4: Datos de la curva de calibracion

Concentracion Abs 1 Abs 2 Abs 3 Absorbancia DE CV%
ppm promedio

2 0.256 0.249 0.225 0.243 0.016 4.584
4 0.448 0.446 0.432 0.442 0.009 2.036
6 0.649 0.647 0.621 0.639 0.016 2.503
8 0.855 0.845 0.829 0.843 0.013 1.542
10 1.014 1.011 0.982 1.002 0.018 1.796
Blanco 0.087

DE: Desviacion estandar CV%: Coeficiente de variacion porcentual

1.2
y=0.096x-0.0581
1.0 R®=0.9983
0.8
«©
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f ==
5+
2 0.6
o
%]
o
<
0.4 4
0.2
0.0 T T T T T 1
o] 2 4 6 8 10 12
Acido galico (mg/L)

FUENTE: Elaboracién propia
Figura N° 3.2: Curva de Calibracién correspondiente a fenoles
En la Figura N °3.2, se muestra el grafico de calibracion correspondiente a la Tabla

N° 3.4, obteniendo como resultado un coeficiente de correlacion r? de 0.9983, siendo
este superior a lo establecido por la USP (r>>0.995) por lo tanto se afirma que existe

una correlacion lineal entre la concentracion y el area.
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De la Figura N°3.2 también se puede se obtener el valor de A: 0.0581 y B:
0.0096.como se observa en la ecuacion 3.2

Y =0.0096x + 0.0581 [Ecuacion 3.2]

Se puede observar que la respuesta es lineal ya que se obtiene un coeficiente de
correlacion cercano a la unidad, indicando que hay una relacion directa entre la

concentracion de acido galico y la absorbancia.

El contenido de compuestos fendlicos totales encontrados en la muestra fueron
expresados como mg GAE/100g de mesocarpio liofilizado de Quararibea cordata.
En la Tabla 3.5, se muestran los resultados de las absorbancias y las concentraciones
finales encontradas en Quararibea cordata, encontrandose valores que oscilan desde
28.07 a 63.51 mg GAE/100g. La muestra siguio la metodologia que aparece en el
apartado 2.3.1

TABLA 3.5 Contenido de FT en el liofilizado de Quararibea cordata

Muestras Promedio Abs Desviacion estandar mg GAE/100 g
Etanol 0.707 0.117 63.51
Cloroformo 0.535 0.003 46.49
n-Pentano 0.344 0.054 28.07

FUENTE: Elaboracion propia
La figura N°3.3, muestra graficamente el valor promedio del contenido de
compuestos fenolicos totales en la fruta expresados en miligramos de GAE/100g de

liofilizado de Quararibea cordata.

N WA U N
o O O O o o

mg GAE /100 g de fruta

=
o

o

Etanol Cloroformo Pentano

Tipo de extractos

Figura N°3.3 Compuestos fendlicos totales presentes en extractos de Quararibea
cordata.
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3.3.1.1. COMPARACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS
ENTRE LOS TRES EXTRACTOS
La tabla de resultados 3.6 del ANOVA es como sigue:

Tabla 3.6 ANOVA para la comparacion de las concentraciones de compuestos

fenolicos
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Estadistico
variacion libertad cuadrados medios F
Entre 2 1884.22 942.11 18.26
Tratamientos
Entre bloques 6 309.576 51.60
o columnas
Total 8 2193.802

Tabla 3.7 Comparaciones especificas (Tukey) de las concentraciones de compuestos

fendlicos
PRUEBA DE TUKEY
Diferencia honestamente significativa HSD= 0.3047
Valor Alfa Multiplicador= 4.3390
Cuadrado del error medio Mse= 0.0148
Tamario de los grupos n= 3
Calculo Media Aritmética de los Grupos
E. etandlico E. cloroférmico E. pentanico
E. etandlico 0.001 0.36008
E. cloroférmico 0.3596

E. pentanico

FUENTE: Elaboracion propia
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En la tabla 3.6 del ANOVA presenta una significancia menor al nivel aceptado de
0.05 por lo que se interpreta que la cantidad de compuestos fendlicos equivalentes a
acido galico de los diferentes tipos de solventes, son diferentes. La prueba de
especificidad con sus resultados expresados en la tabla 3.7, indican que al menos uno
de los resultados obtenidos presentan diferencia significativa entre los grupos

investigados.

Carvalho et al. Encontraron que el contenido de compuestos fendlicos en los
extractos etanolicos de pulpa de Quararibea cordata liofilizado fue de 6.31 mg
equivalentes de &cido galico por 100 g de extracto, el presente estudio encontrd que
el contenido de fenoles totales se encuentra en 63.51 mg equivalentes de acido galico
por 100 g de mesocarpio en el extracto alcoholico. Puede estar involucrado en la
diferencia de los resultados obtenidos la procedencia de la muestra, o la exposicion

de la muestra a fuentes de calor durante la experimentacion B4,

Monteiro, Sabrina et al en el afio 2017. Realizo un estudio en Brasil sobre la fruta
Quararibea cordata encontraron un contenido de fenoles de 8.42 a 9.52 mg de &cido
galico en 100 g de mesocarpio en extracto alcohdlico, siendo este valor menor que el
encontrado en el presente estudio. El estadio de maduracion pudo llegar a influir en

la diferencia de resultados [,

Ceron et al. En un estudio realizado en la UNAL, Bogota, Colombia determino el
contenido de compuestos fenolicos presentes en el extracto etanodlico de Quararibea
cordata liofilizado tenian un valor de 265.90 mg equivalentes a &cido galico por 100
g de mesocarpio siendo el valor detectado en el presente estudio de 63.51 mg
equivalentes a acido galico por 100g de Quararibea cordata mesocarpio liofilizado
por lo tanto es mayor el valor encontrado por Cer6n y sus colaboradores. La etapa de
maduracion al momento del estudio puede influir en el desarrollo del fruto y su
contenido de algunos tipos de fenoles manifestando esta diferencia [2°1.

Cisneros Dionisio, Ana Lucia en el afio 2013, realizo un estudio para evaluar el
contenido de compuestos fendlicos en fruto seco de Quararibea cordata (zapote), el
estudio fue realizado en la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Perd encontrando
un valor de 667.20 mg AG/100g de fruta siendo este Gltimo valor mayor al
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encontrado en el presente estudio. La diferencia entre estos valores podria originarse
debido al tipo de preparacién de la muestra asi como factores ambientales en el
desarrollo de la fruta [,

Aqgeel Ashraj, Muhhamad et al. En un estudio realizado en Malasia sobre la fruta
Durio zibethinus murray encontraron un contenido de fenoles de 690.62 a 998.29
mg/L equivalentes de acido galico siendo este valor mayor que el encontrado en el
presente estudio. Aun cuando Quararibea cordata y Durio zibethinus murray forman
parte de la misma familia vegetal el lugar de origen de la fruta puede haber influido

en su cantidad de polifenoles asi como la manipulacion de esta [°61,

3.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En la preparacion de la curva de calibracion se utilizd el reactivo antioxidante
estdndar Trolox mediante el método DPPH, el cual fue preparado en distintas
concentraciones crecientes que fueron en total seis, finalmente estas concentraciones
resultan de la adicion de reactivos necesarios para esta determinacion y la
metodologia fue sefialada en el capitulo Il de la presente investigacion, incluyendo el
desarrollo del blanco, como se observa en la Figura 2.3. Todas las soluciones fueron
mezcladas y se dejé reposar 30 minutos, luego se realizaron las lecturas segun el orden
de concentracion de menor a mayor, este ensayo se realizé por triplicado y los
resultados se muestran a continuacion en la tabla 3.8.

Tabla 3.8 Gréfico de Trolox y DPPH

Conc Absorbancia  Absorbancia  Absorbancia  Absorbancia DE CV%
(UM) N.1 N.2 N.3 promedio

0 1.4906 1.4528 1.4172 1.454 0.036 2.525

4 1.3594 1.3529 1.3532 1.355 0.003 0.270

8 1.2708 1.2666 1.2876 1.275 0.011 0.871

16 1.0132 1.0051 1.1203 1.046 0.064 6.146

24 0.7933 0.822 0.9093 0.842 0.060 7.179

32 0.5597 0.5844 0.6507 0.598 0.047 7.865

Blanco 1.4900

DE: Desviacion estandar CV%: Coeficiente de variacion porcentual
FUENTE: Elaboracion propia
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Los datos de la tabla 3.8 fueron sometidos a un analisis estadistico de regresion lineal,
con el objeto de obtener una curva de calibracion del método y la ecuacion que vincule
las dos variables. El analisis de regresion permite obtener un modelo que relacione
una variable dependiente “y” (Absorbancia) con una variable independiente “x”
(concentracion de Trolox). El coeficiente de determinacion simple r? indica cual es el
porcentaje de variabilidad en que la variable “y” puede ser explicada por la variable
independiente “x”.

1.6000
1.4000
1.2000
1.0000

0.8000

y =-0.0267x + 1.4684

0.6000 R?=0.9979

Absorbancia

0.4000
0.2000

0.0000
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion uM Trolox

Figura N°3.4 Grafico de calibracion correspondiente a capacidad antioxidante
En la figura N°3.4, se representa la recta promedio de regresion obtenida de
concentraciones de Trolox y el valor promedio de las absorbancias medidas. Se
obtuvo un coeficiente de correlacion (r?) igual a 0.9979, una pendiente (b) de -0.0027

y un intercepto (a) de 1.4684. Como se observa en la ecuacion 3.3

Y=-0.0027x + 1.4684 [Ecuacion 3.3]

Con estos resultados demostramos que la respuesta es lineal ya que se obtiene un
coeficiente de correlacion cercano a la unidad, indicando que hay una relacion directa
entre la concentracion de Trolox y la absorbancia. La muestra sigui6 la metodologia
descrita en el apartado 2.3.1. Ademas se realiz6 un analisis de regresion lineal del
porcentaje de inhibicion de los estandares respecto a la concentracion de estos
tomando en cuenta la absorbancia del blanco (1.4900) como el 100%. La actividad
antioxidante es expresada como el porcentaje de inhibicion o de captacion del radical,

con ese fin se utilizo la siguiente formula:
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L Abs Blanco — Abs muestra
% Inhibicion = ( b Blanco ) * 100

Ecuacion 3.4 Porcentaje de inhibicion

A partir de la concentracion de Trolox vs el porcentaje de inhibicion del radical DPPH

se interpolaron los datos en un grafico de calibracion como muestra la figura 3.5
70

€0 y =1.8353x-1.0248

R?=0.9979
50

40

% inhibicion

30

20

10

30 35

0 5 10

Concentracion M Trolox
Figura N°3.5 Grafico de calibracion correspondiente a porcentaje de inhibicion
En la figura N°3.5, se representa los 6 puntos de porcentaje de inhibicion, la linea
corresponde al ajuste matematico representado por la ecuacién de la recta y con una
linealidad (r?) igual a 0.9979, una pendiente (b) de 1.8353 y un intercepto (a) de -

1.0248. Como se observa en la ecuacion 3.4

Y=1.8353x - 1.0248 [Ecuacion 3.5]

Se interpolo los valores del mesocarpio liofilizado a porcentaje de inhibicion del
radical DPPH utilizando la ecuacion 3.4. Obteniendo el valor promedio para la
capacidad antioxidante del extracto etanolico de 9.6% y para el extracto cloroformico
de 9.6%.

El contenido de antioxidantes encontrados en la muestra fueron expresados como
pumol Trolox/g de mesocarpio liofilizado de Quararibea cordata. En la tabla 3.9, se
muestran los resultados de las absorbancias y las concentraciones finales encontradas
en Quararibea cordata, encontrandose el valor de 5.452umol ET/g de fruta para el

extracto etandlico y 5.352 umol ET/g de fruta para el extracto cloroférmico.
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TABLA 3.9 Capacidad antioxidante en el liofilizado de Quararibea cordata

Muestras Absorbancias DE pmol E.T. % INH. DPPH
Promedio /g fruta
Etanol 1.3133 1.878 5.452 9.6
Cloroformo 1.3128 1.811 5.352 9.6
n-Pentano 1.6729 - INDETECTABLE INDETECTABLE

DE: Desviacioén estandar

umol E.T./g fruta

Etanol Cloroformo n-Pentano

FIGURA 3.5 Comparacion de la capacidad antioxidante de los extractos de
Quararibea cordata.

Tabla 3.10 Prueba F para varianzas de dos muestras en concentraciones de Trolox

Etanol Cloroformo

Media 5.4520 5.3517
Varianza 3.5281 3.2796
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
F 1.0757

P(F<=f) una cola 0.4817

Valor critico para F

(una cola) 19

FUENTE: Elaboracion propia
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Tabla 3.11 Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales en

concentraciones de Trolox

Etanol Cloroformo
Media 5.4520 5.3517
Varianza 3.5281 3.2796
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 3.4038
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0.0666
P(T<=t) dos colas 0.950080959
Valor critico de t (dos colas) 2.776445105

FUENTE: Elaboracion propia

Debido a que el extracto pentanico es el grupo con diferencia significativa por su
inexistente capacidad antioxidante se procedio a trabajar con los otros dos grupos.
Como se observa en la tabla 3.10 la Prueba F presenta una significancia, que es mayor
al nivel aceptado de 0.05 por lo que se interpreta que la capacidad antioxidante
equivalentes a Trolox de los diferentes tipos de solventes, son iguales. La prueba de
especificidad con sus resultados expresados en la tabla 3.11, indican los resultados
obtenidos no presentan diferencia significativa entre los grupos investigados. En el
presente estudio se encontro evidencia estadistica para aceptar que tanto la capacidad
antioxidante del extracto etandlico y del extracto cloroféormico no difieren

significativamente al 95 % de confianza.

Teniendo presente de forma particular el resultado del extracto etanolico es
beneficioso saber que debido a su alto contenido de agua del zapote pudo existir la
facilidad que agentes quimicos solubles en un medio hidroalcohdlico pudieran ser

extraidos en un medio adecuado para ellos.

Ceron et al, en un estudio desarrollado en Colombia determinaron que el extracto
etandlico de Quararibea cordata presentaba en su capacidad antioxidante total con
DPPH un valor de 16.67 umol ET /ml al ser comparado con el resultado obtenido en

el presente estudio la capacidad antioxidante es menor con 5.45 umol ET/g de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Quararibea cordata liofilizado. Debido a estos hallazgos en Quararibea cordata
liofilizado existe la presencia de actividad antioxidante la cual puede llegar a ser
beneficiosa y efectiva. La diferencia en resultados pudo deberse al tipo de

preparacion del extracto obtenido [2°1,

3.5. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
En base al extracto alcohdlico se realizaron las respectivas pruebas de identificacion

de grupos de metabolitos secundarios buscando la presencia de especificamente
taninos, cumarinas y flavonoides. A continuacion se describe el procedimiento
general de la cromatografia en capa fina, para ello se utiliz6 una placa de silicagel
(Merck) de esta se cortaron trozos de las siguientes dimensiones de 3 cm de ancho y
10 cm de largo. Con un lapiz se marco dentro de la placa cromatografica a 1cm de los
bordes la linea de inicio y final del recorrido de la muestra. La siembra de la muestra
se realiz6 con capilares de vidrio, el proceso de la siembra fue uniforme y lineal.

En la cuba cromatografia se coloco los agentes quimicos necesarios para la corrida
cromatografia con el objetivo de saturar el ambiente de la cuba. Con ayuda de unas
pinzas se colocaron con cuidado cada una de las placas. Una vez culminado el
recorrido se retird la placa para dejar secar a temperatura ambiente. Cada metabolito

secundario presenta una preparacion especialmente disefiada para su identificacion.

3.5.1. IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA GENERAL

La presencia de grupos de metabolitos secundarios como flavonoides, terpenos,
taninos y cumarinas hace posible su identificacion de forma preliminar con el
objetivo de aislar de forma especifica cada uno de ellos. Para la identificacion
general de estos metabolitos secundarios se procedié en dos etapas, primero se

utilizo la siguiente mezcla como se describe:

Acetato de etilo (77) : metanol (15) : agua (8)

La segunda etapa consiste en aplicar una solucién de vainillina &cido sulfurico,

la preparacion es como sigue:
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Solucion A Solucion B
Vainillina ....... lg Acido sulfarico cc ............ Sml
Etanol ............ 100ml Etanol
(o] o J 100ml

Se pulverizo la solucion A 'y se dejd secar, luego con la solucién B fue sometida
la placa a 100°C por un tiempo de 10 minutos posteriormente se observo la placa
a 365nm. La figura muestra el resultado obtenido con sus respectivos Rf (0.43,
0.66 y 0.75):

G 0.75
G 0.66
0.43

Figura 3.6 Placa de cromatogréafia general

La presencia de las bandas en los Rf determinados posiblemente se pueda
asociar a grupos de metabolitos secundarios como flavonoides, cumarinas y

taninos.

3.5.2. IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA FLAVONOIDES

Para la identificacion de este metabolito secundario se utilizo la siguiente fase

movil:
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Acetato de etilo (100) : &cido acético (11) : acido formico (11) : Agua (26)

Se revelo con reactivo a base de cloruro de aluminio, se muestra en detalle las
bandas observadas en la placa a 365nm de longitud de onda. La figura 3.7 muestra

el cromatograma obtenido:

0.875

Y

0.8

-
L]

™\ 0.765

0.648

[

Figura 3.7 Placa cromatografica para determinacion de Flavonoides

En la placa cromatografica se puede observar bandas de coloraciones azul-
verdosas que podrian corresponder a metabolitos del grupo flavonoide, en base
a los Rf encontrados en los siguientes puntos (0.648, 0.765, 0.8 y 0.875)
tedricamente se puede mencionar la presencia de flavonoides en frutas del
genero Bombacoideae como la quercetina, rutina, luteolina y hesperetina. Asi
existen investigadores como Fernandez y Flor Ordofiez que encontraron
flavonoides con un Rf de 0.81 — 0.97, Parisaca, A y Quispe G. encontraron
flavonoides con un Rf de 0.79. Una investigacion desarrollada en la UNSA por

Chavez Chavez, J. determino flavonoides, con un Rf de 0.777 [32:57:58.59]
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3.5.3. IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA CUMARINAS

Se utiliz6 una fase movil compuesta de:

Acetato de etilo (60) : Tolueno (40)

Las placas fueron reveladas con hidréxido de potasio al 5% en etanol. Luego se
observa a 365nm visualizando manchas en los Rf (0.02). La figura muestra el

cromatograma obtenido:

Figura 3.8 Placa cromatografia para determinacion de cumarinas
En la muestra se evidencio una banda azul, segun bibliografia encontrada y
tedricamente mencionada por el atlas titulado “Plant drug analisis” es probable
que se trate de la presencia de hidroxicumarina ya que tienen la particularidad de
dar resultados cromogénicos negativos pero dan intensa fluorescencia celeste al

irradiarse con la luz UV a 365nm [69,

3.5.4. IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA TANINOS

Para la fase movil se utilizo:
Cloroformo (2) : Acetato de etilo (2) : Acido férmico (1)
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Como revelador se utilizo cloruro férrico 5% en etanol, la presencia de bandas
marrén oscura se ubicé en un Rf de 0.30. La marrén podria corresponder a la
presencia de taninos y tedricamente se puede mencionar la presencia de taninos
condensados en Quararibea cordata (zapote) como dimeros de proantocianidina,
En el trabajo de Nina Flores y Chara Chise desarrollado en la UCSM, Arequipa,
Peru encontraron la presencia de metabolitos secundarios en Grindelia glutinosa
(Chiri-chiri), utilizando una fase mavil de acetato de etilo-metanol (8:2) y como
revelador: cloruro férrico al 5% se observo un color marrén que es parecido a lo

encontrado en el presente estudio 61, La figura muestra el resultado obtenido:

- o

Figura 3.9 Placa cromatogréfica para la determinacién de taninos

Grupos fenolicos Intensidad
Flavonoides +++
Cumarinas +

Taninos ++

Tabla 3.12 Intensidad de manchas cromatogréficas presentes en zapote
Quararibea cordata.
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CONCLUSIONES

Primera: Evaluando la capacidad antioxidante in vitro del mesocarpio de Quararibea
cordata (zapote) se determinG en base a los resultados obtenidos que existe
diferencia significativa entre los extractos estudiados.

Segunda: Se encontré una méaxima cantidad de 63.51 mg GAE/100g de muestra de
compuestos fendlicos presentes en el extracto etandlico, seguido en menor
proporcion de los extractos cloroférmico con 46.49mg GAE/100g de muestra

y 28.07mg GAE/100g de muestra en extractos pentanico.

Tercera: Se determiné que el extracto etandlico y cloroférmico presentan una mayor
capacidad antioxidante que el extracto pentanico por método DPPH. Se
encontrd la cantidad de 5.4 umol TE/g de fruta presentes en el extracto

etandlico y 5.3 umol TE/g de fruta presentes en el extracto cloroférmico.
Cuarta: Se identifico con el ensayo cualitativo de cromatografia en capa fina a grupos
metabdlicos flavonoides, cumarinas y taninos presentes en el mesocarpio de

Quararibea cordata (zapote).

Quinta: Se encontré que el extracto etandlico presento un mayor rendimiento de

extraccion, un 73% frente a los otros dos extractos cloroférmico y pentanico.
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RECOMENDACIONES

Primera: Desarrollar determinaciones de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos

en sus distintos estadios de maduracion del zapote.

Segunda: Disefiar una metodologia para determinar la presencia y concentracion de
carotenoides en zapote por distintos métodos a diferentes pH por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Tercera: Desarrollar determinaciones sobre la cantidad de vitamina A, C y E para

incrementar el conocimiento del perfil nutricional del zapote.

Cuarta: Difundir los datos de Quararibea cordata (zapote) encontrados para incrementar
su conocimiento, consumo Y apreciacion por parte de la poblacion.
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ANEXOS

Anexo 1 Mesocarpio de zapote fresco
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Anexo 3 Pesada de muestra liofilizada
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Anexo 5 Primera extraccion con solvente

Anexo 6 Extraccion con solvente hasta decoloracién

Anexo 7 Recoleccion de muestra alcohdlica
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Anexo 8 Recoleccion de muestra cloroformica

Anexo 9 Recoleccion de muestra pentanica

Anexo 10 Extracto blando
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Anexoll Contenido de CFT en el liofilizado de Quararibea cordata: extracto etandlico

Muestras Peso (Q) Absorbancias mg GAE/100 g
1 0.1095 0.6215 53.6
2 0.1100 0.8419 74.22
3 0.100 0.6602 62.72
Promedio 63.51

FUENTE: Elaboracion propia

Anexo 12 Contenido de CFT en el liofilizado de Quararibea cordata: extracto cloroférmico

Muestras Peso (Q) Absorbancias mg GAE/100 g
1 0.1002 0.5372 49.81
2 0.1005 0.5306 48.97
3 0.1224 0.5365 40.71
Promedio 46.49

FUENTE: Elaboracion propia

Anexo 13 Contenido de CFT en el liofilizado de Quararibea cordata: extracto pentanico

Muestras Peso () Absorbancias mg GAE/100 g
il 0.1055 0.3488 28.70
2 0.1035 0.2870 23.04
3 0.1084 0.3963 32.50
Promedio 28.07

FUENTE: Elaboracion propia

Anexo 14 Capacidad antioxidante en el liofilizado de Quararibea cordata extracto

etandlico
Muestras Peso () Absorbancias mg TROLOX
1 0.1095 1.3085 5.408
2 0.1100 1.3616 3.596
3 0.100 1.2699 7.352
Promedio 5.452

FUENTE: Elaboracion propia

Anexol5 Capacidad antioxidante en el liofilizado de Quararibea cordata extracto

cloroférmico

Muestras Peso (g) Absorbancias mg TROLOX
1 0.1002 1.2748 7.156
2 0.1005 1.3725 3.534
3 0.1224 1.2911 5.365
Promedio 5.352

FUENTE: Elaboracion propia

Anexo 16 Capacidad antioxidante en el liofilizado de Quararibea cordata extracto

pentanico
Muestras Peso (q) Absorbancias mg TROLOX
1 0.1055 1.4487 0.692
2 0.1035 1.8278 NO SE DETECTA
3 0.1084 1.7422 NO SE DETECTA
Promedio NO SE DETECTA

FUENTE: Elaboracion propia
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Anexo 17 Reporte del Laboratorio de Biologia UNSA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN 2=
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g @ \7
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA B

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) Ty N
CONSTANCIA 05- 2017-HUSA
El Director del Merbarium Arequipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa,
MACE CONSTAR:

Que fas muestras frescas de frutos de la planta traida al laboratorio para ef analisis botdnico
corresponde a la especie Quaroribeo cordoto (Bonpland) Vischer conocido comdanmente como
“zapote” de la familia Malvaceae, Dicha muestra fue obtenida del mercado de productores de la
provincia de Arequipa, departamento Arequipa para ¢l estudio de la Tesis” Determinacion de la
capacidad antioxidante in vitro del extracto etanolico del fruto de “rapote” y evaluacion del
contenido de polifencles totales, ejecutado por MIGUEL ANGEL COA SARMIENTO de la Escuela
Profesional y Académica de Farmacia y Bloguimica de |z Universidad Catdlica de Santa Maria,

Los resultados de dicha identificacién y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: Dillenidae

ORDEN: Malvales

FAMILIA: Malvaceae

GENERO: Quararibea

ESPECQIE: Quaroribea cordata (Bonpland) Vischer

Se expide la presente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 29 de Marzo del 2017

py
Wy T {77%

Bl‘nréc‘o Mu‘o Herrera

DIRECTON
Herbarium Arequipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Catricn 5/n certado
Teléfono: (054) 237755 / S8A48E74
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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