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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto del tiempo de
secado en hojas de nispero (Achras zapota) y relacién de solvente para la
obtencién de compuestos antioxidantes por maceracién en la ciudad de Calceta,
se utilizé un arreglo bifactorial A2XB4 en Disefio Completamente al Azar (DCA)
con ocho tratamientos y tres repeticiones, lo cual dieron como resultado 24
unidades experimentales. Para el factor A (tiempo de secado) se emplearon los
siguientes niveles: a1=60 minutos y a2=70 minutos, mientras que para el factor B
(relacion solvente alcohol 96%-agua destilada) fueron: b1=20:80, b2=40:60,
b3=60:40, b4=80:20 con relacion al 100%. Las variables evaluadas fueron
capacidad antioxidantes y fenoles totales para el extracto obtenido de la
maceracion y a las hojas se realizaron andlisis fisicoquimicos. Las variables que
no cumplieron con el supuesto del ANOVA de Normalidad, se procedi6 a realizarse
la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y para el analisis de los datos se le
efectud por medio del programa de Microsoft office Excel 2013 y SPSS 21 version
libre. Dentro de los analisis que se realizaron se determiné que el mejor tratamiento
fue el T4 (alb4) con la composicién 80:20 alcohol-agua obteniéndose un valor de
21,5mg Ac. gélico/g para fenoles totales y capacidad antioxidante con 21,333pumol
ET/g. Se determin6é que a mayor composicién de alcohol con temperatura de
secado a 37°C con la duracion de 60min se obtiene mayor concentracion de

compuestos bioactivos en la maceracion de 48 horas.

PALABRAS CLAVE

Compuestos bioactivos, antioxidantes, alcohol, nispero, secado, maceracion.
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ABSTRACT

The present research aims to evaluate the effect of the drying time in medlar leaves
(Achras zapota) and the solvent ratio to obtain antioxidant compounds by
maceration in the city of Calceta, a bifactorial arrangement A2XB4 was used in
Completely Random Design (DCA) with eight treatments and three repetitions,
which resulted in 24 experimental units. For factor A (drying time) the following
levels were used: al=60 minutes and a2=70 minutes, while for factor B (96%
solvent-distilled water ratio) they were: b1=20:80, b2= 40:60, b3=60:40, b4=80:20
relative to 100%. The variables evaluated were antioxidant capacity and total
phenols for the extract obtained from the maceration and physicochemical analyzes
were performed on the leaves. The variables that did not comply with the
assumption of the ANOVA of Normality, the non-parametric Kruskal Wallis test was
carried out and for the data analysis it was carried out using the Microsoft office
Excel 2013 program and SPSS 21 free version. Within the analyzes that were
carried out, it was determined that the best treatment was T4 (alb4) with the 80:20
alcohol-water composition, obtaining a value of 21,5mg Ac. gallic/g for total phenols
and antioxidant capacity with 21,333umol ET/g. It was determined that a higher
alcohol composition with a drying temperature of 37°C with a duration of 60min, a

higher concentration of bioactive compounds is obtained in the 48-hour maceration.

KEY WORDS

Bioactive compounds, antioxidants, alcohol, medlar, dried, maceration.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Las hojas de nispero contiene compuestos antioxidantes segun (Guadarrama,
2018) que son sustancias protectoras capaces de neutralizar la accién oxidante
por medio de la liberacion de electrones, los que son captados por los radicales
libres (Avello & Suwalsky, 2006).

En estudios desarrollados por Guadarrama (2018) se encontré que los niveles
intermedios en hojas de guayaba presentaron una mayor actividad antioxidante
con valores de 96,8 a 97,15 micromoles de trolox/gramos (UM TEAC/g) de muestra
seca Yy la del higo presentd menor actividad antioxidante oscilando entre 12,15 a
22,43uM TEAC/g de muestra seca, en comparacion con los resultados de la hoja
de nispero que fueron bajos; también determind que la actividad antioxidante de
los extractos acuosos en diferentes tamafios de particulas no implicé que los
componentes fendlicos totales sean iguales, en consecuencia se obtiene a partir

de maceracion.

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido. En este caso el agente
extractante (la fase liquida) suele ser agua, pero también se emplean otros liquidos
como vinagre, jugos, alcoholes o aceites aderezados con diversos ingredientes que
modificaran las propiedades de extraccion del medio liquido. En el caso que se
utilice productos extraidos se suele emplear etapa de secado, con calor o incluso

una liofilizacién (Bastidas, 2011).

Continuando con Bastidas (2011) menciona que en efecto es una difusion en el
gue se produce un intercambio continuo que pretende extraer el contenido de las
células vegetales hasta obtener la mayor parte de las sustancias solubles; se
fundamenta en los fendmenos de osmosis y difusion en donde por diferencias de

concentracion los componentes solubles de la materia seca fluiran en la mezcla,



cuyo tiempo de equilibrio dependera de las diferencias en concentracion de

relacion fruta u hojas - mezclas hidroalcohdlicas.

Otro factor que influyen en la liberacion de compuestos antioxidantes es la
humedad, para ello se ha estudiado diferentes métodos de secados de las partes
vegetativas bajo condiciones naturales o controladas, que en ambos casos se
logran actividades similares, aunque el rendimiento sea menor en secado
controlado y mayor en condiciones naturales. Sobresale el hecho de que la
exposicion a la luz (en el secado natural) no afecta los metabolitos antioxidantes,

como se observa lo reportado por Durango, Gallardo & Contreras (2015).

En el secado de un material se remueve humedad libre de la superficie y también
agua retenida en el interior. Si se determina el cambio en el contenido de humedad
del material con respecto al tiempo, temperatura y otros factores como
caracteristicas propias del alimento, se pueden obtener productos que presenten
una adecuada estabilidad (Fito, André, Barat & Albors, 2001).

El secado también provoca cambios indeseables en los alimentos como el tamafio
y la forma que puede cambiar considerablemente, de manera que cuando se
reconstituye el alimento este no recupera su forma y tamafio original. Otro aspecto
importante es el cambio en la temperatura que segun Claudio & Néjera (2012) en
su estudio del mortifio, se evidencio un aumento de actividad antioxidantes debido
a temperaturas utilizadas de 90°C por 15 minutos hasta temperaturas de 70°C por
30 minutos; por lo que este incremento puede relacionar a la ruptura de la

membrana celular y a la inactivacion enzimatica, en la remocién de la humedad.

Por lo cual la literatura reporta estudios de los procesos de deshidratacion y de
extraccion de principios activos de diferentes materias primas, sin embargo se
desconoce los parametros del proceso de secado de las hojas de nispero (Achras
zapota) y su influencia en el potencial antioxidante; y cémo estas condiciones de
secado repercuten en la calidad de los compuestos que se extraen en los procesos
de extraccion con solventes a través de los diferentes cambio bioquimicos y

microbiolégicos que pueden ocurrir.



Con estos antecedentes se plantea la siguiente pregunta: ¢Cuanto influiran las
condiciones de tiempos de secado de las hojas de nispero (Achras zapota) y la

relacion de solvente para la obtencion de compuestos antioxidantes?

1.2. JUSTIFICACION

La provincia de Manabi es rica en biodiversidad, cuenta con una amplia y
exuberante flora, de interés tanto para productores e investigadores, con un
potencial uso en el desarrollo de nuevos productos tanto alimenticio como
farmacéutico (EcuRed, 2019) y segun Rata, Aranda & Duarte (2000) la innovacién
involucra el desafio o desarrollo de nuevos productos, que es amplia y variada. En
la actualidad existe escasa informacion sobre el nispero (Achras zapota), y las

propiedades antioxidantes que poseen.

El INEC (2018) establecié que hay un decremento de arboles perenne, de estos se
encuentra el nispero, que tiene propiedades medicinales y que en la actualidad el
pais cuenta con una legislacion que respalda el uso de preparaciones y comercio
de plantas medicinales, la misma que esta regulada por la Agencia Nacional de
Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA, 2014), que establece los
requisitos para la inscripcion del registro sanitario de productos naturales y
procesados de uso medicinal nacional, a fin de obtener extractos naturales
estandarizados para definir su calidad constante, con ficha técnica que contenga

especificaciones de control de calidad.

Uno de los aspectos importantes en la actualidad es el impulso que surge desde
de la industria alimenticia que busca implementar tecnologias apropiadas y que
con diversas técnicas y métodos, transforman la materia (Alarcon, 2014). Con
estas nuevas tecnologias, se puede extraer compuestos antioxidantes, en la que
beneficia a la industria por lo que se determinardn cuales son las condiciones
optimas de tiempo de secado de la hoja de nispero para emplear en procesos de

maceracion que ayude a la liberacion de compuestos antioxidantes.



Segun Rincon, Gomez & Zapata (2016) para la extraccion de compuestos fendlicos
y actividad antioxidante de hojas de Bixa orellana L. (achiote) desarroll6 un Disefio
Central Compuesto (DCC), en el cual consideraron como factores la relacion
solvente/hojas (RSH), que van con valores entre 2/1 y 4/1 (v/ip) y el tiempo de
extraccion (t) con niveles entre 36 y 60h, con el fin que se optimice la variable
respuesta, que en este caso fue cantidad de fenoles totales (FT) extraidos del

material vegetal.

Alvarez, De La Rosa, Amarowicz & Shahidi (2011) menciona que los compuestos
antioxidantes beneficia a la salud humana, por lo que puede controlar la obesidad
y sindrome metabdlico. Por lo tanto, seguin en la Constituciéon de la Republica del
Ecuador, en el articulo 32, manda que: "La Salud es un derecho que garantiza el
Estado, cuya realizacion se vincula al ejercicio de otros derechos, entre ellos el

derecho al agua, la alimentacion, y otros que sustentan el buen vivir".

El uso de la hoja de nispero puede contribuir mediante sus compuestos
antioxidantes naturales a mejorar la salud de la poblacion reduciendo el consumo
de antioxidantes sintéticos que se encuentran en la ingesta de la dieta alimenticia.
Optimizar el proceso de secado de las hojas de nispero (Achras zapota) permitira
conservar la calidad nutricional y sensorial, el cual dard un valor nutricional que
estara enfocado a la presencia de los compuestos antioxidantes, que pueden
producir la pérdida de componentes bioactivos debido a los tiempos largos de

extraccion (Costa, Gariepy, Rocha & Raghavan, 2014).



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tiempo de secado en hojas de nispero (Achras zapota) y
relacion de solvente para la obtencion de compuestos antioxidantes por

maceracion en la ciudad de Calceta.

1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la hoja de nispero en diferentes
tiempos de secado.

e Evaluar el tiempo de secado de la hoja de nispero para la obtencion de
sustancias antioxidantes por el método de maceracion.

e Establecer la relacion idonea de alcohol potable (96%) y agua destilada que
permitan la mayor obtencién de compuestos antioxidantes de la hoja de nispero

por el método de maceracion.

1.4. HIPOTESIS

El tiempo de secado de las hojas de nispero (Achras zapota) y las diferentes
relaciones de alcohol-agua por maceracion influyen en la obtencion de compuestos

antioxidantes.



CAPITULO Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. GENERALIDADES DE LA ESPECIE Achras zapota

El Malnikara zapota también conocida como su nombre cientifico Achras zapota,
pertenece a la familia Sapotaceae, que es un arbol de hoja perenne con una altura
aproximadamente de ocho a quince metros. Es nativo de México, Centroameérica y
Norte de Suramérica (Chanda & Nagani, 2010; Rajakumar & Abdul, 2012).

En el continente americano existen mas de 107 especies de la familia Sapotaceae;
esta planta en su savia tiene componentes que actia como una fuente primordial
en la goma de mascar (Melfi, 2006). Las hojas de esta planta son coriaceas que
llegan a medir de 18 a 45cm, segun la variedad pueden ser oscura y brillante, con
bordes aserrados que tiene un ciclo de crecimiento de dos y tres afios (Gariglio,
Castillo, Juan, Almela & Agusti, 2002).

Posee hojas que son coriaceas que llegan a medir hasta 45cm, que segun la
variedad pueden ser oscura Yy brillante, con un ciclo de crecimiento de dos y tres
afos (Gariglio et al., 2002). Ademas, se conoce como arbol del chicle; por lo cual
antes de sintetizar la base para la produccion de chicle se extrae el latex blanco
gue forma la base; también tiene copa redondeada y copa densa, con las ramas
principales horizontales; pero con relacion a lo anterior, su tronco con la corteza es
de color pardo, agrietada, que al cortarla exuda un latex blanco (INFOJARDIN,
2017).

Se toma en consideracién que la produccion de nispero se encuentra en bajo
incremento, segun el boletin técnico N° 01-2018 ESPAC del Instituto Nacional de
Estadistica y Censos (2018), sobre la encuesta de superficie y produccién
agropecuaria, en el periodo del mismo afio el &area destinada a cultivos
permanentes fue de 1’385.805 ha, presentando una variacion del menos 3,1% en
relacion al afio 2017 con una cifra de 1'430.497 ha (INEC, 2018).



2.1.1. HABITAT Y CULTIVOS

Segun Meghala, Ravishankar, Lalitha & Rekha (2005) Manilkara zapota (L.)
también conocida como chicozapote, zapotilla 0 zapota, produce frutos de calidad
excelente, es nativa de México y Centro América pero se cultiva en otros paises
tropicales por su fruto, latex y madera, citado por Gonzalez, Garcia & Guntin
(2012).

INFOJARDIN (2017) menciona que en terrenos escarpados, planos o ligeramente
inclinados de naturaleza calcarea, cafiadas, acahuales, potreros, planicies
inundadas, vega de rios es préspero; vive en clima himedo con 1000 a 2000mm
de lluvia, y 24°C de temperatura media, incluso estos arboles jovenes pueden morir
0 pueden dafarse a temperaturas de 0 a -1°C y los arboles maduros si pueden
soportar temperaturas bajas de hasta -4°C por pocas horas con dafios menores;
también habitan en suelos con buen drenaje y ricos en nutrientes. Muy tolerante a

condiciones secas bien marcadas y muy resistente al dafio por huracanes.

Segun Gazel (2002) la destruccién de habitats y el exceso de monocultivo se da
principalmente por la pérdida de la diversidad biolégica que persiste en el mundo,
principalmente debido a la desacertada introduccion de plantas y animales en
medio ajeno. Por lo tanto urgen intervencion en la conservacion y mantenimiento
del material genético, las especies y el ecosistema; por lo que es necesario
formular estrategias que facilite la preservacion y a la vez utilizar de modo
sostenible la diversidad biolégica, como estrategia universal en el desarrollo a largo

plazo.

La conservacién de cultivos es importante para la perseverancia del germoplasma
vegetal; la cual es necesaria, puesto que las proyecciones del Fondo Mundial de
la Naturaleza (WWF) y la Conservacion de la Naturaleza y Recursos Naturales
(IUCN) ambas por su siglas en inglés; indican que a mediados del siglo XXI, 60.000
especies de plantas, equivalentes al 25% de las especies del planeta, estaran
cerca de la extincion (Gazel, 2002).



2.1.2. USOS Y APLICACIONES DE Achras zapota

En las medicinas herbales o populares se ha utilizado cominmente durante
muchos tiempo en el tratamiento y prevencion de enfermedades, promocién de la
salud y mejora de la duracion y la calidad de vida. Por lo general, se cree que las
hierbas medicinales tradicionales son seguras en comparacién con las drogas
sintéticas, porque se originan en plantas naturales y se han utilizado durante
bastante tiempo (Mosihuzzaman, 2012). Sin embargo, varios productos y
componentes a base de hierbas con una larga historia de tradicion de uso, puede
causar efectos secundarios peligrosos (Moreira, Teixeira, Monteiro, De-Oliveira &
Paumgartten, 2014).

Las hojas de nispero se han utilizado para tratar enfermedades del pulmén,
enfermedades estomacales y de la piel; también se ha encontrado que son
efectivos en el tratamiento crénico de bronquitis, inflamacion, asma, dolor lumbar
y tumores; ademas el chicle de la corteza se usa en cirugia dental (Alshaker, Qinna,
Qadan, Bustami & Matalka, 2011). En muchos casos las hojas de esta planta se
utilizan en muchas formas, incluidas las hojas secas crudas, el té, las hojas en
polvo, y los extractos de hojas. Es importante mencionar que las frutas son
comestible dulce, con rico y fino sabor.

Jeong et al. (2018) mencionan que las hojas, aunque se usan ampliamente como
medicina tradicional, la informacion que existe es escasa, sobre su posible
potencial toxicidad en humanos y animales de experimentacion. Probablemente
estudios previos, de una administracion oral Unica del extracto n-butandlico de las
hojas a ratones, no produce ningun efecto adverso relacionado con el tratamiento
hasta un nivel de dosis de 2.000mg/kg (Cha, Eun & Jeon, 2011), y un extracto
etanolico al 70% de las hojas tenia una DLso de 40,1g/kg en ratones (Li, Wu, Ren,
Chen & Lu, 2007).

Recientemente, Li, Li, Li, Shi & Guo (2017) anunciaron que la administracion oral
de acido triterpeno de las hojas de Eriobotrya japdnica a ratones ICR no causaron
mortalidad, ni manifestaron efectos toxicos contra los 6rganos principales de los

animales en un breve estudio de toxicidad de dosis Unica (300, 650, 1.390 y



3.000mg/kg) y en un estudio de toxicidad de dosis repetidas durante cuatro
semanas (150, 300 y 600mg/kg al dia).

Segun Huang et al. (2007); Kumar & Yadav (2008) el uso de plantas para sintetizar
nanoparticulas es rapido siendo un método de un solo paso para el proceso de
biosintesis; ademas es de bajo costo, ecologico y seguro para uso terapéutico

humano que es citado por Rajakumar & Abdul (2012).

También se ha demostrado que los productos a base de hierbas inhiben y/o
inducen enzimas metabolizadoras de farmacos. Por lo tanto, han surgido
preocupaciones con respecto a los posibles efectos adversos de las hierbas
medicinales en la salud humana (Lee et al., 2016).

La Eriobotrya japonica como hierba medicinal se compone de quercetina, acido
ursolico, acido oleandlico, taninos, acido clorogénico y &cido cafeoilquinico (Cha
et al., 2011). Se ha informado que estos compuestos son biolégicamente activos y
exhiben propiedades antiinflamatorias, antimutagénicas y antitumorales (Maher,
Yassine & Sofiane, 2015).

2.2. OPCIONES OPTIMAS DE SECADO

De acuerdo con Heldman, Lund & Sabliov (2018) definen el secado como la
remocion de humedad debido a la transferencia simultdnea de calor y masa. Cabe
mencionar que segun Andrade et al. (2003) estos son Utiles como herramientas
para estimar el tiempo necesario para reducir el contenido de agua del producto en
diferentes condiciones y la temperatura idonea, mejorando asi la eficiencia del

proceso.

El secado segun Fito et al. (2001) es una de las técnicas antiguamente mas
utilizada en la conservacion de alimentos desde los inicios de la humanidad, en la
que proporciona la posibilidad de subsistencia en épocas de carencia; siendo este
tipo de secado natural el mas econdémico; sin embargo, presenta alguna

limitaciones. En condiciones normales puede tardar de dos a tres dias y en épocas
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de baja radiacion solar y de lluvias, el secado se prolonga hasta cinco dias o mas,

asimismo el producto puede ser afectado por agentes bioldgicos.

Doymaz (2006) estudi6 el comportamiento de secado en capa fina de las hojas de
menta para un rango de temperatura de 35 a 60°C en el horno secador. Este
aumento de la temperatura del aire redujo significativamente el tiempo de secado
de estas hojas por lo cual, se ajustaron los datos a cuatro modelos experimentales
de secado en capa delgada y entre todos los modelos de estos secado, se encontrd
que el modelo logaritmico se ajustd satisfactoriamente en la descripcion de la

cinética de secado.

Evidentemente existen varios métodos de secado, pero dentro de los cuales el
secado convectivo (CD) es el método que mas se esta aplicando para reducir el
contenido de humedad de vegetales y frutas, incluyendo hierbas aromaticas. Por
lo tanto, este meétodo tiene varias limitaciones, tales como el uso de altas
temperaturas que degrada importantes sabores y componentes nutricionales.
Estas consecuencias negativas son adicionalmente intensificadas por un tiempo

largo de secado (Doymaz, 2006).

Mediante el desarrollo Disefio Central Compuesto (DCC) expuesto por Rincon,
Gbomez & Zapata (2016) el tiempo de extraccion (t) es con niveles de entre 36 y
60h, con la finalidad de optimizar la variable respuesta cantidad de fenoles totales
que fueron extraido del material vegetal. Mediante la metodologia de superficie de
respuesta (MSR) se determiné las condiciones, en las cuales se obtiene mayor
cantidad de compuestos fendlicos.

Asi que la temperatura, el tiempo de extraccidon y el tamafio de particula son los
factores de gran importancia, porque influyen en la eficiencia de extraccion en
términos de la calidad y rendimiento del producto a obtener (Buci¢, Planinic,
Tomas, Bilic & Veli¢, 2007). Esta eficiencia también se ve significativamente

afectada por la composicién del solvente (Gironi & Piemonte, 2011).

Por lo ante expuesto, segun Flores, Leon, Estarron & Orozco (2016) las soluciones

hidroetandlicas ensayadas fueron al 30, 60 y 96% v/v, en contenido de alcohol y
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fueron preparadas mezclando agua destilada y etanol grado reactivo. Asimismo,
algunos estudios se han enfocado hacia el uso de sistemas de extraccion
acelerada por solventes (ASE) para extraer compuestos especificos a partir de
especias obteniendo excelentes resultados (Herrero et al., 2005).

2.3. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

2.3.1. ANTIOXIDANTES

Son sustancias quimicas que se identifican por impedir o retrasar la oxidacion de
diversas sustancias principalmente de los acidos grasos cuyas reacciones se
producen tanto en los alimentos como en el organismo humano, por lo tanto estos
antioxidantes en muchos casos son potenciadores de la salud y se utiliza para la
prevencion de enfermedades crénicas y no transmisibles como algunos tipos de

cancer y enfermedades cardiovasculares entre otras (Zamora, 2007).

Contintia agregando Zamora (2007) que por lo consiguiente otra de las funciones
de los antioxidantes es facilitar el uso fisiologico del oxigeno por parte de las
mitocondrias celulares, ayudando a disminuir los efectos del estrés oxidativo y la
falta de oxigeno, formando complejos que mitigan las reacciones productoras de
radicales oxidantes; también conocidos como radicales libres y por consiguiente
protagonizando una funcién fundamental en la prevencion de las enfermedades

cronicas no trasmisibles.

Los antioxidantes se divide en:

e Antioxidante primarios

Protegen al organismo contra la formaciéon de nuevos radicales libres, lo quiere
decir que son interruptores de cadena, donde participan en la etapa de propagacion

reaccionando con los radicales peroxilos para que se convierta en productos mas
estables (Rojano, 1997).
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e Antioxidante secundarios

Son aquellos que reducen la velocidad de la etapa de iniciacion de una reaccion
en cadena, por medio de diversos mecanismos con compuestos que retardan la
velocidad de oxidacion de los lipidos. Estos antioxidantes pueden operar por una
variedad de mecanismos que incluyen agentes atrapadores de oxigeno, especies
que descomponen los hidroperoxidos formados previamente, desactivadores de

oxigeno (Rojano, 1997).

2.3.2. OBTENCION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES POR
MACERACION

Gironi & Piemonte (2011) han demostrado una mejor eficiencia de extraccion de
polifenoles, provenientes de la corteza del arbol de nuez (Castanea sp) y hojas del
muitle (Justicia spicigera) equitativamente, con mezclas binarias etanol-agua como
medio de extraccion con respecto a los solventes puros, pero dentro de la
extraccion se encuentra la maceracion; que consiste en una extraccion que se

realiza a temperatura, en un ambiente protegido de la luz.

La maceracion simple o estatica reside en poner el material crudo, en contacto con
el solvente, en recipientes o equipos cerrados, protegidos de la luz solar, a
temperatura ambiente y por un tiempo que puede variar entre horas, varios dias e
inclusos meses en maceracion. Los solventes mas utilizados en la maceracion son:

agua, glicerina o mezclas hidroalcohdlicas (Pulluquitin, 2013).

Con respecto a este tipo de extraccion, Gonzalez (2004) menciona que la
maceracion reside en remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un
solvente (agua, etanol o glicerina) hasta que éste penetre y disuelva las porciones
solubles, se tapa y se deja en reposo por un periodo de dos a 14 dias con agitacion
esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente

en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto.
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Segun Palma & Velasquez (2019) en la obtencion de aceite esencial de plantas
medicinales; se pone un tercio de la capacidad del bote de cristal con la planta
medicinal cortada o puede ser machacada ligeramente y se termina de llenar el
bote con el aceite base como son: oliva virgen extra, almendras dulces, argan,
coco, entre otras. Después de esto se procede en un lugar oscuro y fresco durante
cuatro a seis semanas. Pasado ese tiempo se cuela y se guarda en un frasco de
cristal opaco en la que ayude a conservar los principios activos que ha liberado la
planta y que ahora se encuentran en el aceite.

Por lo tanto en los extractos vegetales se pueden obtener por diferentes procesos
como son: fisicos, quimicos y microbiologicos, a partir de una fuente vegetal y
utilizable en cualquier campo de la industria quimica y médico-farmacéutica
(Treybal, 1986). En los extractos vegetales se concentra los compuestos fendlicos
y compuestos antioxidantes, que es relacionada con la actividad antioxidante, es
fundamental en el campo nutricional, medicinal y farmacol6gico (Shindo, Saito,
Sekiya, Matsui & Koike, 2008).

Segun Shindo et al. (2008) los antioxidantes son componentes protectores que
intervienen en arreglos enzimaticos y nutrientes esenciales (como vitaminas,
pigmentos) cuya funcion principal es prevenir la formacion de radicales libres e

interceptar los que ya se han generado para proteger el cuerpo humano de efectos.

La actividad antioxidante total o capacidad antioxidante total es la medicion
analitica de concentraciones de radicales con diferente naturaleza, en un sistema
oxidativo controlado. En productos de origen vegetal y en pétalos de la mayoria de
plantas, se atribuye esta capacidad a la presencia de compuestos fendlicos, porque
poseen uno 0 mas grupos hidroxilo unido a un anillo aromatico, importante para
ejercer una accion antioxidante actuando como captores de radicales libres

(Ciappini, Stoppani, Martinet, & Alvarez, 2013).

La capacidad antioxidante de origen de vegetal ha despertado gran interés en los
altimos tiempos; se comercializan como ingredientes alimentarios y algunos
alimentos se expenden indicando esta propiedad, no cabe duda que es el atributo

principal de interés para contribuir a la conservacion de la salud o a la prolongacién
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de la vida util de los productos (Blasa, Candiracci, Accorsi, Piacentini & Piatti,
2007); en la que se obtiene mediante el empleo de soluciones extractivas
(Bastidas, 2011).

2.4. SOLUCIONES EXTRACTIVAS

2.4.1. SOLVENTES

Es el componente de una soluciébn que se encuentra en una mezcla liquida de
agua, en la cuales son solubles en ella; pero en el caso que el solvente sea miscible
en todas las relaciones de mezcla con otra sustancia, el solvente sera el
componente cuya actividad quimica sea menor (Talace, 2017). Dentro de los

solventes se tienen los primordiales que son los siguientes:

e Metanol

El metanol (CH3-OH), también conocido como alcohol metilico, alcohol de madera,
alcohol de quemar o carbinol, es una sustancia altamente toxica y el mas simple
de los alcoholes (Alcalax, 2002). Las relaciones de metanol con agua segun
Hernandez, Lugo, Diaz & Socorro (2005) fueron de 95mL de metanol y 5mL de
agua con una temperatura de 25°C.

e Acetona

La acetona es un liquido incoloro y su formula es CH3-CO-CHgs; es el compuesto
mas simple y mas importante del grupo de las cetonas, siendo un excelente
disolvente y a la vez un precursor de muchos otros productos quimicos (Vaquero,
2016). Las relaciones de acetona-agua segun Calonge et al. (2002) fueron de 2:1

en una mezcla de 25mL de solucién.

e Etanol
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El etanol o también llamado alcohol etilico, es un liquido aromatico y combustible
que procede de la fermentacion de sustancias azucaradas, del almidén y de la
celulosa y que pueden dar lugar a una intoxicacion comun, accidental o voluntaria,

y a una intoxicacién profesional (Quispe & Loayza, 2011).

La mezcla de etanol-agua en la extraccion de los compuestos antioxidantes, tiende
ser de distintas relaciones; como es en un estudio que realizaron Guntero, Martini,
Longo, Ciparicci & Andreatta (2015) en la que menciona que el mejor rendimiento
se obtuvo utilizando la relacion 1:1; asi también las relaciones que establece
Hinojosa et al. (2017) en la extraccion de glucésidos edulcorantes de Stevia
rebaudiana Bertoni, fueron de 30:70 respectivamente en v/v, teniendo un menor
aprovechamiento en el rendimiento por el tipo de relacion que uso y por métodos

convencionales que se aplico.

2.4.2. REACTIVO 2,2- DIFENIL-1-PICRIHIDRAZILO (DPPH)

El DPPH es un polvo cristalino de color oscuro compuesto por moléculas estables
de radicales libres. Tiene aplicaciones principalmente en investigacion de
laboratorio, mas notablemente en ensayos de compuestos antioxidante comudn
(Sharma & Bhat, 2009). Este es un radical libre en la que se puede obtener

directamente disolviendo el reactivo en un medio organico (Herrera, 2016).

Continta agregando Herrera (2016) que la reduccién del DPPH se monitorea por
la disminucion en la absorbancia a una longitud de onda caracteristica. En su forma
de radical libre, el DPPH absorbe a 515nm y cuando sufre reduccion por un
antioxidante, esta absorcién desaparece. En consecuencia, la desaparicion del
DPPH proporciona un indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba
para atacar radicales. El empleo del DPPH en el método espectrofotométrico posee
ventajas en cuando a confiabilidad, simplicidad, reproducibilidad y rapidez para la

determinacion de actividad antioxidante.



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de esta investigacion se realiz6 en la ciudad de Calceta. La materia
prima sera recolectada en la finca Don Arturo, ubicada en el sector Las Delicias del
canton Bolivar. La fase experimental y analisis fisicos quimicos se ejecut6 en el
laboratorio de Bromatologia de la carrera de Agroindustria, de la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lopez” ubicada en el sitio El
Limon, situado geograficamente entre las coordenadas, 0°49'35"S 80°11'11"0
(Zambrano & Garcia, 2012); mientras que los andlisis de compuestos antioxidante
se desarrollé en el laboratorio de la Facultad de Agropecuaria de la Universidad

Laica Eloy Alfaro de Manabi.
3.2. DURACION DE LA INVESTIGACION

La investigacion se desarroll6 desde mayo de 2019 hasta marzo de 2020, con una

duracion de 11 meses.
3.3. FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio que se evaluaron en el presente trabajo de investigacion

son los siguientes:

e Factor A: Tiempo de secado de las hojas de nispero (Achras zapota).

e Factor B: Relaciones de solventes alcohol potable (96%)-agua destilada.

3.4. NIVELES DE FACTORES

Para el factor tiempo de secado de hojas de nispero se utilizaron los siguientes

niveles:



e ai: 60 minutos.

e a2: 70 minutos.
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Para el factor relaciones de solventes alcohol potable (96%) — agua destilada se

utilizaron los siguientes:

e bi: 20% de alcohol y 80% agua.
e b2: 40% de alcohol y 60% agua.
e b3: 60% de alcohol y 40% agua.
e b4: 80% de alcohol y 20% agua.

3.5. TRATAMIENTOS

De las combinaciones de los diferentes niveles de cada factor se obtuvo como

resultados los siguientes tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Detalle de los tratamientos

Tiempo de secado

Relacion solvente (%)

Tratamientos Codificacion Minutos Alcohol/Agua
1 aibs 60 20:80
) aiby 60 40:60
3 aibs 60 60:80
4 arb 60 80:20
5 asbr 70 20:80
6 asbs 70 40:60
. ashs 70 60:80
8 ashs 70 80:20

Fuente: Autores de la investigacion.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Se empled un arreglo factorial de A?2XB* en Disefio Completamente al Azar (DCA)

con ocho tratamientos y tres repeticiones, obteniendo 24 unidades experimentales.



18

3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL

En esta investigacion se emplearon por cada repeticion 30 gramos de materia seca
de hojas de nispero, las cuales estuvieron en un recipiente de vidrio con capacidad
de 200mL; que previamente contenia 150mL de solventes de alcohol potable 96%

y agua destilada, que estuvieron distribuidos de acuerdo a los tratamientos (Tabla

1).



3.8. MANEJO DE EXPERIMENTO

3.8.1. DIAGRAMA DE FLUJO
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En la figura 1 se detalla el proceso de la obtencion de compuestos antioxidantes.

INGRESA 60,0 g HOJAS DE NISPERO

AGUA DESTILADA "

SELECCION Y CLASIFICACION 58.8 ¢

LAVADO 58,89 HOJAS DEFECTUOSAS 1,29

AGUA CON IMPUREZAS
SECADO37"CENG0" Y 70°

HUMEDAD (VAPOR DE AGUA)

PESADO (48.2 g)

PULVERIZADO (45,32 g)

TAMIZADO (43,51)

@ -

% ALGOHOL/AGUA {SEGUN LAS RELAGIONES DE LA TABLA 1) il

.

INGRESO DE ENVASES DE VIDRIOS

_

=]

PESADO (30,09} PARTICULAS (2,89 g)

ENVASADO (200mL RELACION SEGUN LA TABLA 1)

MACERACION AL AMBIENTE POR 48 HORAS

FILTRACION SIMBOLOGIA
Y INSPECCION
AN BAGAZO (35g)
W9 OBTENCIGN DE EXTRACTO (145mL) OPERACION
¥ TRANSPORTE
INGRESO DE ENVASES ESTERILES : . 1? : ENVASADO DEMORA
ALMACENAMIENTO
v ALMACENAMIENTO TEMPERATURA DE 25 °C

<200

Figura 1. Diagrama de flujo de la obtencion del extracto de las hojas de nispero (Acrhas zapota).

Fuente: Autores de la investigacion.
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3.8.2. DESCRIPCION DEL DIAGRAMA DE PROCESOS PARA LA
OBTENCION DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE NiSPERO

Las hojas de nispero fueron recolectadas en horas de la mafana (entre las
07:00am y 08:00am) y debe de presentar tamafios de 10 a 20cm de hojas, las
cuales estuvieron colocadas en fundas pouch e introducidas en una caja de carton

para evitar la luz solar.

Seleccién y Clasificacion: Una vez que se recolectaron las hojas de nispero
fueron transportadas al laboratorio de Bromatologia de la carrera de Agroindustria
de la ESPAM MFL dentro de las siguientes 24 horas para evitar dafos fisicos y
mecanicos, manteniéndose en fundas pouch. Las hojas que no cumplen con las
medidas y madurez morfolégica, al igual que las que presenten algun dafio

microbioldgico fueron rechazadas como defectuosas.

Lavado: En esta etapa se enjuagaron las hojas de nispero con agua destilada para
no alterar la materia prima durante dos minutos, desechando el agua con
impurezas. En esta etapa se utilizé la norma de Buenas Practicas de Manofactura
(BPM).

Secado: El proceso de secado se realizé en una estufa Conterm LED digital a 37°C
por 60 y 70 minutos respectivamente, con la intencién de eliminar humedad (vapor
de agua) contenida de las hojas secas.

Pesado 1: Se pesaron la muestra seca en la balanza electrénica modelo B164A

para realizar el andlisis de humedad.

Pulverizado: En esta etapa se produjo mediante el uso de licuadora de marca

Oster de 3600rpm con la intencién de reducir el tamafio de la hoja de nispero.

Tamizado: Se utilizd un tamiz de malla numero 120 (125um) no considerando

aguellas particulas de hojas de tamafio mayor.



21

Pesado 2: Se pesaron 30 gramos de muestra que conformé la unidad
experimental; siendo en su totalidad 24 unidades experimentales, en las que se

envasaron por cada una de las muestras.

Envasado 1: Las muestras se envasaron en recipientes de vidrio herméticamente
con capacidad de 200mL de material de vidrio pirex y rotulados para cada uno de

los tratamientos con la finalidad de macerar.

Macerado: A las muestras de las hojas de nispero molida se le agregaron las
relaciones de solventes alcohol potable a 96%-agua destilada a temperatura
ambiente (24°C) por 48 horas, con el fin de que los principios activos estén disuelto

en el liquido.

Filtracion: Culminado el tiempo transcurrido del proceso anterior se produjo las
filtraciones del producto, pudiendo eliminarse el residuo por filtracibn manual,
utilizando papel filtro de grado uno con el tamafio de poro de 11um y de marca
Whatman, qguedando Unicamente los principios activos de la planta (liquido

sobrenadante).

Obtencion del extracto: De acuerdo con el proceso se obtuvo el liquido
sobrenadante que corresponde a la obtencion de compuestos en la maceracion,

por la accién del disolvente sobre las partes activas de la hoja seca.

Envasado 2: Se envasaron en recipientes de vidrio herméticamente con capacidad
de 200mL vy rotulados respectivamente para sus andlisis (fenoles totales y

capacidad antioxidantes).

Almacenado: Los recipientes que contienen el liquido, se almacenaron en un

cooler de marca Coleman 30QT.
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3.9. VARIABLES A MEDIR Y METODO DE EVALUACION

3.9.1. pH

Con la norma INEN 526:2013 se utilizé el equipo HandyLab 100 (Potenciometro)
para hojas de nispero secas, segun la metodologia propuesta ser4 mediante el

siguiente procedimiento:

e Pesar, con aproximacion al 0,1mg; 10g de muestra preparada y colocar en el
vaso de precipitacion, afiadir 100cm?® de agua destilada (hervida y enfriada) y
agitar suavemente hasta que las particulas queden uniformemente
suspendidas.

e Continuar la agitacion durante 30 minutos a 25°C, de modo que las particulas
se mantengan en suspension, dejando en reposo durante 10 minutos para que
el liquido se decante.

e Decantar el sobrenadante en el vaso de precipitacion mediante el uso de pipeta
(anexo 4).

e Determinar el pH por lectura directa, introduciendo los electrodos del
potenciémetro marca Mettler Toledo en el vaso de precipitacién con el liquido
sobrenadante, cuidando que éstos no toquen las paredes del recipiente ni las

particulas sélidas.

3.9.2. ACIDEZ TITULABLE

Con la norma INEN 521:2013 se utilizaron los siguientes materiales: Matraz
Erlenmeyer, Pipetas y Bureta de material de vidrio pirex para hojas de nispero
secas, segun la metodologia propuesta por la norma antes mencionada, fue

mediante el siguiente procedimiento:

e La determinacion debe realizarse sobre la misma muestra preparada. Pesar,
con aproximacion al 0,1mg, los 5g de la harina de origen vegetal y transferir al

matraz Erlenmeyer de 100cm?3.
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e Agregar lentamente 50cm? de alcohol neutralizado al 90% (V/V), tapar el matraz
Erlenmeyer y agitar fuertemente.

e Dejar en reposo durante 24h.

e Tomar con la pipeta una alicuota del 10cm? del liquido claro sobrenadante y
transferir al matraz Erlenmeyer de 50cm3; agregar 2cm® de la solucién
indicadora de fenolftaleina.

e Agregar lentamente y con agitacion la solucion 0,02N de hidroxido de sodio
(NaOH), hasta conseguir un color rosado que desaparece poco a poco.

e Continuar agregando la solucion hasta que el color rosado persista durante 30
segundos.

e Leer en la bureta el volumen de solucion empleada, con aproximacion a
0,05cmé.

_ 490NV T
T m (100-H) " v,

[3.1]

Datos:

A = Contenido de acidez de la muestra, en porcentaje de masa de acido sulftrico.
N = Normalidad de la solucién de hidroxido de sodio al 0,02N.

V = Volumen de la solucién de hidroxido de sodio.

V1 = Volumen del alcohol empleado en cm? (50cm3).

V2 = Volumen de la alicuota tomada para la titulacién, en cm3 (10cm3).

m = Masa de la muestra en gramos.

H = Porcentaje de humedad en la muestra.

3.9.3. HUMEDAD

Con la norma INEN 518:1980 se utiliz6 la estufa de marca Conterm, LED digital
para hojas de nispero secas; por diferencia de peso, empleando la balanza de
electronica modelo B164A, segun la metodologia propuesta por la norma antes

indicada, fue el siguiente procedimiento:

e Calentar la bandeja durante 30 minutos en la estufa a 37°C. Enfriar hasta
temperatura ambiente (25°C).
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Pesar la muestra preparada, transferirla a la bandeja y distribuirla
uniformemente.
Calentar la bandeja con su contenido durante 60 minutos a temperatura de 37°C.
Pesar en la balanza electronica modelo B164A la muestra, tan pronto haya
alcanzado la temperatura ambiente mediante el uso del desecador. Tomar
lectura.
Repetir la operacidon de calentamiento, enfriamiento y pesaje de la muestra para
70 minutos, con la misma temperatura.

my—

=12y 100 [3.2]
m

2

Datos:
Pc = Pérdida por calentamiento, en porcentaje masa.
m1 = Masa de la muestra inicial, en gramos.

m2 = Masa de la muestra final, en gramos.

3.9.4. POLIFENOLES TOTALES

Garcia, Fernandez & Fuentes (2015) detalla la cuantificacién de polifenoles en los

siguientes pasos:

e De la muestra de los compuestos polifendlicos se tomdé 3mL y coloco en

matraces aforados de 25mL.

¢ Se afiadio 15mL de agua destilada y 1,25mL de reactivo de FolinCiocalteu.

e Homogenizado el contenido de los matraces se dej6 reposar 8 minutos a

temperatura ambiente.

e Transcurrido este tiempo, se adiciond a cada matraz 3,75mL de la disolucion de

carbonato sodico al 7,5% vy llevé a un volumen de 25mL con agua destilada.

¢ Se homogeniz6 los matraces y mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente

durante dos horas para luego medir la absorbancia a 765nm.
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3.9.5. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
LUZ VISIBLE

Segun Palma & Velasquez (2019) la técnica para determinar actividad antioxidante

es la siguiente:
Preparaciéon Soluciones Patrén:

e Se pesaran 2mg de DPPH y se disolvieron en 100mL de metanol grado analitico
(80%).

e La solucién se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 24 horas de la
oscuridad.

e Posteriormente fueron preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una
absorbancia de 0,750=0,050 para todos los casos a una longitud de onda
517nm.

e Se afadieron 600uL del radical DPPH.

e Se afadieron 200uL de extracto y se midié la absorbancia 517nm en un
espectrofotometro Jenway modelo 6715 UV/Vis cada 10 minutos por un periodo
de 30min.

Curva calibracién con acido ascoérbico:

e Se prepard una solucion stock 250mg/L de metanol disolviendo 25mg de acido
ascorbico en 100mL de metanol.

e Luego se prepararon disoluciones de 25 -12,5 - 6,25 - 0,625 y 0,0625mg/L de
metanol con el fin de realizar la curva de referencia.

e A 600uL del radical DPPH. Se le adicionaron 200uL de cada una de las
disoluciones de acido ascorbico, la medicion se realizé a 517nm y el porcentaje

de captacion se calculara de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Porcentaje de captacion DPPH = Zinicial=Afinal 1)) [3.3]

inicial

Donde:
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A inicial = Contenido inicial del DPPH.

A final = Contenido final del DPPH (consumo).

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para andlisis estadistico de las variables en estudio se realizd las siguientes

pruebas:

e Las variables en estudio no cumplieron con el supuesto del ANOVA de
Normalidad, procediendo a realizar la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

e El andlisis de los datos se lo efectu6é por medio del programa de Microsoft office
Excel 2013 y SPSS 21 version libre.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA HOJA DE
NISPERO (Achras zapota) SECAS

La hojas de nispero (Achras zapota) en el tiempo de 60 minutos de secado a 37°C
tiene una acidez de 3,35%, un pH de 4,73 y una humedad del 18%; en comparacion
del secado del tiempo de 70 minutos que tiene una acidez de 2,52%, un pH de 4,83
y una humedad del 13%; teniendo en ambos tiempo variabilidad de las diferentes

caracteristicas fisicoquimicas como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion de la materia prima.

Tiempo (minutos) Acidez (%) pH Humedad (%)
60 3,35 473 18
70 2,52 4,83 13

Fuente: Autores de la investigacion.

Para el pH, utilizando la norma INEN 526:2013, los valores obtenidos que oscilan
entre 4,73 a 4,83 corroboran las caracteristicas acidas débiles de las sustancias
que se extraen y como sugiere Ochoa (2013) que probablemente con valores
similares pudieran extraerse compuestos bioactivos como son flavonoides, acido
benzoico, fenoles y taninos, saponinas, oleico, lignocérico, entre otros. En varios
estudios han indicado que para la extraccion de fenoles y actividades antioxidantes,
el pH tiene un efecto significativo por lo cual entre mas basico sea la sustancia
acercandose a pH 8, la extraccion de fenoles es mayor; segun Sepulveda, Ciro &

Zapata (2016) esto se dio para el caso de la hoja de achiote.

El estudio de Casierra & Gonzalez (2009) sobre la acidez titulable y pH de dos
clases de plantas, estas mostraron valores de pH diferentes en un periodo de
tiempo secado de 60min en comparacion con este estudio donde el
comportamiento entre acidez y pH fue inversamente proporcional, coincidiendo con

los reportado con los investigadores antes mencionados. Cabe indicar que el
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contenido de acidez empieza a disminuir a partir del aumento del tiempo donde se
liberé especialmente malato (Casierra & Gonzalez, 2009), siendo esta relacién igual

con el contenido de acidez de las hojas de nispero.

En el caso de la humedad segun Martinez et al. (2016) en los resultados de su
investigacion con respecto a la hoja de Stevia demuestran una fuente importante
de compuestos antioxidantes en hojas frescas con tiempo 0 y humedad del 75%,
pero a medida que la temperatura y tiempo pasa, disminuye la humedad y con ello
dichos compuestos antioxidantes. También Concha (2014) indica que el secado al
sol directo da un mayor contenido de humedad (10,9%) en comparacion con el
secado convectivo, debido a que el primero estd en contacto con la humedad
relativa del ambiente, mientras que en el segundo se suministra una corriente de

aire caliente forzado.

Martinez et al. (2016) indican que el mayor contenido de polifenoles como de
actividad antioxidante se presentd en hojas frescas de stevia (tiempo 0),
coincidiendo lo anterior a los resultados de esta investigacion donde el 18% de
humedad permitié obtener mayor contenidos de sustancias bioactivas, esto se debe
a que a mayor contenido de humedad se produce una mejor liberaciéon de acuerdo

con el autor antes mencionado.

4.2. TIEMPO DE SECADO DE LA HOJA DE NiSPERO (Achras
zapota) EN LA OBTENCION DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES

Las variables en estudio no cumplieron los supuestos de normalidad dando su

significancia menor a 0,05 como se detalla en la tabla 3.

Tabla 3. Supuesto de Normalidad.

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Fenoles totales 0,895 24 0,017

Capacidad antioxidantes 0,805 24 0,000
Fuente: Autores de la investigacion.
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A la variable Fenoles totales y capacidad antioxidantes se les realiz6 el supuesto
de Normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilk, la cual determin6 que ninguna
de las variables en estudio cumplié con el supuesto antes mencionado debido a
que su significancia fue menor al 0,05; procediéndose a realizar la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis.

Como se evidencia en la tabla 4, no existe diferencia estadistica significativa del
factor A para las variables en estudio debido a que su significacion es mayor que
0,05; a pesar de esto, la informacion reportada por Martinez et al. (2016) de la hoja
de stevia, menciona que el tiempo que se escogié (60min) a temperatura de 40°C

dio una diferencia significativa en la obtencién de los compuestos antioxidantes.

Tabla 4. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis para el factor A.
Resumen de prueba de hipétesis

Hipétesis nula Test Sig. Decisién
La distribucion de Fenoles totales es la misma entre Prueba  Kruskal-Wallis  de Retener la hipotesis
; . . 0,729
las categorias de Factor A. muestras independientes nula.
La distribucion de Capacidad antioxidantes es la Prueba  Kruskal-Wallis  de 0.729 Retener la hipotesis
misma entre las categorias de Factor A. muestras independientes "7 nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.

4.3. RELACION IDONEA DE ALCOHOL POTABLE (96%) Y AGUA
DESTILADA EN LA OBTENCION DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES

El factor B tiene incidencia sobre las variables fenoles totales y capacidad
antioxidante debido a que su significancia es menor a 0,05 como se muestra en la

tabla 5 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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Tabla 5. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis para el factor B.
Resumen de prueba de hipétesis

Hipétesis nula Test Sig. Decisién
La distribucién de Fenoles totales es la misma entre Prueba  Kruskal-Wallis  de 0.000 Rechazar la hipétesis
las categorias de Factor B. muestras independientes 77 nula.
La distribucion de Capacidad antioxidantes es la Prueba  Kruskal-Wallis  de 0.000 Rechazar la hipotesis
misma entre las categorias de Factor B. muestras independientes "7 nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.

Como se evidencia en la tabla 6 de las pruebas de subconjunto homogéneo para
la variable fenoles totales; la relacion que permitié obtener la mayor cantidad de
fenoles totales fue 80:20 (alcohol potable 96%-agua destilada), con la cual (Aguado,
Nufiez, Bela, Okulik & Bregni, 2013), sugiere que los alcoholes son acidos mas
débiles que el agua y que en sistemas bioldgicos se consideran neutros por lo que
su investigacion emplearon combinaciones o relaciones 50:50 donde obtuvieron la

mayor concentracion en la extraccion de fenoles totales.

Tabla 6. Prueba de subcojunto homogéneo del factor B para la variable Fenoles totales (mg Aci. galico/g).

Subconjunto
a b c d
20% de alcohol y 80% de agua 3,500
Muestrat 40% de alcohol y 60% de agua 9,500
60% de alcohol y 40% de agua 15,500
80% de alcohol y 20% de agua 21,500

Letras iguales en columna no difieren estadisticamente. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.

El contenido de Fenoles Totales de los extractos obtenidos por maceracién sdlido-
liquido fue mayor, donde se emple0 la relacion mas alta de etanol (80% de alcohol
potable al 96% de pureza y 20% de agua destilada) estos datos tiene coherencia
con lo reportado por Flores et al. (2016) donde utilizé la relacion 60:20 la cual
permitié6 obtener la mayor cantidad de Fenoles Totales con respecto a la hoja de
orégano; esto indica que a mayor relacion de alcohol mayor es la obtencion de

compuestos fendlicos.

Flores et al. (2016) en su estudio indica que esta condicion permite obtener los

mejores niveles de solubilidad, selectividad, estabilidad y accesibilidad del solvente
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hacia los compuestos fendlicos, permitiendo que las extracciones sean mas

eficientes.

Estos resultados pueden ser explicados de investigaciones anteriores, donde se ha
establecido que el incremento de temperatura de secado favorece las reacciones
de division y el rompimiento de la pared celular, debido a que la energia térmica
aumenta la vibracion molecular y por tanto la division y separacion de los
compuestos, lo que favorece la ruptura de fuerzas intermoleculares y de algunos

enlaces (Duque & Morales, 2005).

Ademas, el incremento de temperatura también puede contribuir a la activacion de
enzimas que participen de la descomposicion de los compuestos complejos que
crean puentes de hidrogeno con los compuestos fendlicos en la maceracion,

facilitando la extraccion de éstos (Duque & Morales, 2005).

Como se evidencia en la tabla 7 de las pruebas de subconjunto homogéneo para
la variable capacidad antioxidantes; la relacion que permiti6 obtener la mayor

cantidad de fenoles totales fue 80:20 alcohol agua.

Tabla 7. Prueba de subcojunto homogéneo para el factor b la variable Capacidad antioxidantes (umol ET/g).
Subconjunto

A B c
20% de alcohol y 80% de agua 5,167
Muestra? 40% de alcohol y 60% de agua 8,667
60% de alcohol y 40% de agua 14,667
80% de alcohol y 20% de agua 21,500

Letras iguales en columna no difieren estadisticamente. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.

En latabla 7 se observan los resultados para los ensayos de capacidad antioxidante
realizado para cada una de las relaciones que mostraron al extracto hidroalcohdlico
Etanol 96%-Agua (80:20 V/V) di6 un resultado similar a lo reportado por la variable

fenoles totales (21,5mg &cido galico/g).

Este resultado concuerda con Seo, Lee & Marcus (2013) quienes afirman que para

la seleccién del mejor solvente de extraccion para hojas de guayaba se debe tomar
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en cuenta la polaridad del mismo, reconociendo que la mezcla hidroalcohdlica
favorece la extraccion de compuestos fendlicos y flavonoides por presencia de
grupos hidroxilo, coincidiendo con esta investigacion donde se encontré que la
relacion 80:20 mostrd tener una alta capacidad antioxidante, que incide un alto
poder secuestrante de radicales libres en medios acuosos (Kuzma, Druzynska &
Obiedzinski, 2014).

4.4. RELACION DE SOLVENTE ALCOHOL POTABLE (96%)-AGUA
DESTILADA Y TIEMPO DE SECADOS PARA TRATAMIENTOS

En la tabla 8 se muestra la distribucién de fenoles totales y capacidad antioxidante
para los tratamientos mediante la prueba de Kruskal-Wallis, donde se evidencia que

existe diferencia estadistica significativa.

Tabla 8. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para los tratamientos.
Resumen de prueba de hipdtesis
Hipétesis nula Test Sig. Decision

La distribucién de Fenoles totales es la misma entre Prueba  Kruskal-Wallis  de 0.003 Rechazar la hipbtesis
las categorias de Tratamientos. muestras independientes 7 nula.

La distribucion de Capacidad antioxidantes es la Prueba  Kruskal-Wallis  de 0.006 Rechazar la hipdtesis
misma entre las categorias de Tratamientos. muestras independientes 77 nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.

En el subconjunto homogéneo para la variable fenoles totales, el tratamiento 4 fue

el que dio mayor cantidad, como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Prueba de subcojunto homogéneo para los tratamientos de Fenoles totales (mg Aci. galico/g).

Subconjunto
a b C d e f
T 3,000
T5 4,000 4,000
T2 8,667 8,667 8,667
Muestrat T6 10,333 10,333 10,333
T3 14,667 14,667 14,667
T7 16,333 16,333 16,333
T8 21,333 21,333
T4 21,667

Letras iguales en columna no difieren estadisticamente. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.
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Se demostro que la cantidad de fenoles totales de esta investigacion depende del
tiempo de maceracion y la cantidad de relacion solvente/materia vegetal, utilizando
temperatura de 37°C; asi también lo demostraron Sepulveda, Ciro & Zapata (2016)
en su estudio de hojas B. orellana en la que dice que el incremento de fenoles
totales depende de la relacion solvente/materia vegetal y el tiempo de extraccion,
cuanto mayor es el tiempo que transcurra mayor es la penetracion del solvente en

el material vegetal permitiendo obtener la mayor cantidad de estos compuestos.

Como se aprecia en la Tabla 9 el tratamiento que permitié obtener mayor cantidad
de fenoles totales fue el T4 con un valor de 21,667 mientras que (Serna & Torres,
2015) expresa que la extraccion al 90% de alcohol y maceracion aporta la mayor
cantidad de compuestos fendlicos.

Sahin S. & Samli R. (2013) en el estudio de extraccion de polifenoles de las hojas
de oliva plante6 que la combinacion adecuada de etanol-agua es beneficiosa para
la extraccion, puesto que el agua provoca la inflamacion de la hoja, lo cual permite
qgue el etanol debilite o trastorne con mas facilidad el enlace entre el soluto y la
matriz vegetal. Por otra parte, las mezclas hidroalcohdlicas aumentan la
permeabilidad de la pared celular, facilitando la eficiente extraccién de fenoles
totales.

Para el subconjunto homogéneo de la variable capacidad antioxidante, el

tratamiento 4 y 8 obtuvieron mayores valores, como se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Prueba de subcojunto homogéneo para los tratamientos de Capacidad antioxidantes (umol ET/g).

Subconjunto
A B c
™ 3,667
T6 6,667 6,667
T5 6,667 6,667
Muestra’ T2 10,667 10,667
T3 12,333 12,333
T7 17,000 17,000
T4 21,333
T8 21,667

Letras iguales en columna no difieren estadisticamente. El nivel de significancia es 0,05.
Fuente: Autores de la investigacion.



34

En estudios desarrollados por Guadarrama (2018) se encontré que los niveles
intermedios en hojas de guayaba presentaron una mayor actividad antioxidante con
valores de 96,8 a 97,15 micromoles de trolox/gramos (UM TEAC/g) de muestra seca
y la del higo presenté menor actividad antioxidante oscilando entre 12,15 a 22,43uM
TEAC/g de muestra seca, en comparacion con los resultados de la hoja de nispero
que fueron bajos; también se determiné que en la actividad antioxidante de los
extractos acuosos los diferentes tamafios de particulas no implican que los

componentes difieran entre si.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

e Las caracteristicas fisicoquimicas de las hojas de nispero en referencia al tiempo
de 60 minutos de secado a 37°C evidencio una acidez de 3,35%, pH de 4,73y
humedad del 18%; en comparacion con el tiempo de secado de 70 minutos que
tiene una acidez de 2,52%, pH de 4,83 y humedad del 13%; teniendo en ambos
tiempos variabilidad de las diferentes caracteristicas fisicoquimicas.

e El tiempo de secado realizado a las hojas de nisperos no incidié en la cantidad
de fenoles totales y capacidad antioxidantes.

e La relacion idonea que permitié obtener la mayor cantidad de fenoles totales y
capacidad antioxidantes fue 80%-alcohol al 96% y 20%-agua destilada (factor
b4) con un valor de 21,5 (mg Aci. gélico/g) y 21,5 (umol ET/g) respectivamente.

e Los tratamientos que permitieron obtener la mayor cantidad de fenoles totales
fue el T4 (80:20 a 60 minutos) con un valor de 21,667 (mg Aci. galico/g) y
capacidad antioxidantes fue el T4 y T8 (80:20 a 70 minutos) con valores de

21,333y 21,667 umol ET/g respectivamente.

5.2. RECOMENDACIONES

e Ultilizar como referencia para futuras investigaciones con otros tipos de materia
prima vegetal al tratamiento t4 debido a que presenté la mayor cantidad de
compuestos bioactivos.

¢ Realizar estudios donde se consideren mayores tiempos de secado de las
materias prima vegetales para la extraccion de compuestos bioactivos por
maceracion.

e Aplicar el extracto de la hoja de nispero (Achras zapota) en la elaboracion de

diferentes productos alimentarios o agroindustrial.
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Anexo 1. Hojas de nisperos secas.
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Anexo 3. Preparacion de muestras previo a los analisis fisicoquimicos.

Anexo 4. Realizacién de analisis fisicoquimicas.
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Anexo 5. Calculos de los andlisis fisicoquimicos.

Anexo 6. Muestra envasada de los extractos.
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