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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES
RESUMEN

Se investigo el efecto combinado de cuatro variables de extraccién (temperatura, tiempo de
extraccion, relacion etanol-agua, relacion sélido-liquido) para predecir la combinacion
Optima que permitiera maximizar la extraccion de compuestos fenolicos totales (CFT) de
las hojas. La extracciéon asistida por ultrasonido fue seleccionada como método de
extraccion. Las condiciones dptimas propuestas, por el modelo de superficie de respuesta,
fueron la temperatura de extraccion 60 °C, tiempo 26,6 min y una relacion etanol-H,O de
75,1-24.9. el extracto optimizado de hojas de I. guayusa mostrd un contenido de CFT de
3.46 g eq. acido galico / 100g ms. El extracto optimizado de hojas de I. guayusa presentd
una capacidad antioxidante considerable determinada por dos métodos analiticos, ABTS
(0.08 mmol / 100 g) y FRAP (40.71 mmol / g). El extracto obtenido bajo las condiciones
Optimas también mostro una cantidad de cafeina de 2.35 £ 0.03 mg / g. Por lo tanto, debido
a estos hallazgos, el extracto de hojas de |. guayusa merece mas investigaciones para
investigar su potencial como ingrediente funcional en la industria cosmética y de los

alimentos funcionales.
PALABRAS CLAVES

I. guayusa; Metodologia de superficie de respuesta, extraccion asistida por ultrasonido,

Actividad antioxidante.
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ABSTRACT AND KEYWORDS
ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the combined synergic effect of four extraction
variables (temperature, extraction time, ethanol-water relation, solid-liquid relation) and to
predict the optimal combination in order to maximize the total phenolic compounds (TPC)
extraction from leaves. Ultrasound-assisted extraction was selected as extraction method.
The optimal conditions proposed by the response surface model were 60 °C, 26.6 min. and
ethanol-H,0 ratio 75.1-24.9. I. guayusa leaves extract showed a TPC content of 3.46 g eq.
gallic acid / 100g ms. The optimized I. guayusa leaves extract presented a considerable
antioxidant capacity determined by two analytical methods, ABTS (0.08 mmol/100g) and
FRAP (40.71 mmol/g). The extract obtained under the optimal conditions showed also an
amount of caffeine of 2.35 + 0.03 mg/g. Therefore, due to these findings, I. guayusa leaves
extract deserves further searches in order to investigate its potential as a functional

ingredient in the cosmetic and functional food industry.
KEYWORDS

llex guayusa; response surface methodology, ultrasound-assisted extraction; antioxidant

activity.
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CAPITULO |
1 INTRODUCION

Ecuador es un pais sumamente rico en diversidad bioldgica y tiene el privilegio
de pertenecer a los 17 paises universalmente considerados como megadiversos
(May & Radice, 2016). Segun Costa et al., (2016) I. guayusa, es una planta que
se encuentra ampliamente en Colombia, Ecuador, y Per(, desde tiempos
ancestrales. Hasta hoy la guayusa ha sido empleada por comunidades indigenas
y urbanas como una infusion de hierbas, para el tratamiento de la diabetes, la
infertilidad o las enfermedades venéreas. Se calcula que existen mas de 500
especies en todo el continente americano.

En los registros herbarios de Loja en el Ecuador se menciona que la especie I.
guayusa se encuentra ubicada en las provincias de Sucumbios, Napo, Pastaza,
Morona Santiago y Zamora Chinchipe, provincia que mayor produccion de 1.
guayusa posee (Collahuazo, 2012).

Segun Collahuazo, (2012), I. guayusa corresponde a la familia Aquifoliacea
mas conocida con el nombre de guayusa, una planta nativa de la region
amazonica, de la cual en Ecuador existe la mayor cantidad de plantas, llegando
alcanzar hasta los 10 metros de altura, con hojas simples, un diametro de 50-80
cmy un follaje denso.

La guayusa crece en las colinas de los Andes segun Collahuazo, (2012), se
desarrollan a temperaturas de 28 a 26°C con precipitaciones anuales de 1.000
m a 3.000 mm. En las comunidades indigenas de la Amazonia ecuatoriana, I.
guayusa es de vital importancia etnoboténica y comercial (Salvador et al.
2017), tiene un significado muy importante en la cultura tradicional, como la
de purificacion, de induccion, de pequefios suefios para adivinar el futuro y
también se consume como bebida (Radice & Vidari, 2005).

El género llex es de mayor importancia econémica ya que un buen namero de
especies son empleadas como plantas medicinales tradicionales de los
indigenas. Hay especies que se destacan como fuente de cafeina y teobromina
entre ellos estan llex vomitoria Aiton (yaupon) llex paraguayensis A. St.-Hil.
(Yerba mate) e I. guayusa Loes (Guayusa) como se menciona en (Radice &
Vidari, 2005).



Segun las investigaciones realizadas por Ruiz y Roque, un ensayo fitoquimico
preliminar realizado sobre extractos: etandlico, metandlico e hidroalcohodlicos
de 1. guayusa revel6 la presencia de taninos, alcaloides, flavonoides,
glucésidos, compuestos fenolicos y quinonas (Calderén, 2017).

Las hojas de I. guayusa contienen cafeina, teobromina vy guadinina,
compuestos fendlicos y flavonoides como componentes principales. Guayusa
mostraria efectos benéficos debido a su poder antioxidante y anti inflamatorio
(Pardau et al. 2017; Villacis et al. 2016).

Segun Radice & Vidari (2005) en los estudios realizados de la obtencion del
extracto de |. guayusa corresponde a una especie con un fitocomplejo muy rico
y se debe profundizar la investigacion en sus grupos quimicos que se
encontraron donde se podria explicar mejor las propiedades conocidas en la
medicina tradicional y que no se pueden atribuir solo a la cafeina.

Los compuestos fendlicos, generalmente, son procedentes de fuentes naturales;
en los ultimos afios, por su efecto positivo en la salud humana, han sido sujetos
de interés en muchas investigaciones por su actividad antioxidante. Por tal
razon los polifenoles son utilizados en las industrias farmacéutica, cosmética y
alimentaria. En la industria de cosméticos estos compuestos, generalmente, son
utilizados en el tratamiento de la piel seca y la proteccion contra el
envejecimiento, donde se encarga a equilibrar el pH de la piel, es
hipoalergénica y no irritante (Guntero et al., 2015).

La presencia de los polifenoles esta relacionada con su actividad bioldgica y es
relevante para la identificacion de nuevos compuestos bioactivos (Calderon,
2017), a los cuales se les atribuyen diversos efectos bioldgicos beneficiosos; lo
mas relevante es la actividad antioxidante, que es importante para contrarrestar
el estrés oxidativo (Garcia-Ruiz et al., 2017).

Debido a la importancia de los compuestos polifenolicos y de la cafeina en sus
aplicaciones en la industria, la motivacion del siguiente proyecto, es investigar
la optimizacion de los procesos extractivos de la fraccion polifendlica e
investigar el contenido de cafeina y la actividad antioxidante del extracto mas
rico en polifenoles.

La guayusa es una especie muy importante para la economia del sector
amazonico ecuatoriano, hoy en dia el mercado presenta casi exclusivamente

productos en forma de té e infusiones. La obtencion de extractos concentrados
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en polifenoles y cafeina es el primer paso para el desarrollo de integradores
alimentares cosméticos y fitofarmacos derivados de la guayusa.

En este contexto la “Optimizacion del proceso de extraccion asistida por
ultrasonido de compuestos fenolicos en guayusa (l. guayusa loes) y
determinacion de actividad antioxidante y contenido de cafeina” facilita
aprovechar al méximo los compuestos fendlicos y cafeina de I. guayusa,
mediante un proceso extractivo que dard exclusivamente un concentrado para

un proceso agroindustrial.



1.1 PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

Los productos elaborados a base de guayusa en forma de té e infusion no
permiten su aprovechamiento racional y rentable, por lo que se requiere un
estudio profundizado de los procesos extractivos, con la finalidad de identificar
los pardmetros y condiciones Optimas para obtener extractos enriquecidos en

compuestos fenolicos y cafeina de forma tecnificada.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Optimizar condiciones de extraccion asistida por ultrasonido de fenoles totales

en hojas de llex guayusa mediante la metodologia superficie respuesta.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar el efecto de las variables, temperatura, tiempo de extraccién,
relacion etanol-agua y relacion sélido-liquido en la extraccion de
compuestos fenolicos totales a partir de su cuantificacion en los
extractos de |. guayusa.

> Aplicar la metodologia de superficie respuesta para la optimizacion de la
extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos totales en
hojas de I. guayusa.

> Evaluar la actividad antioxidante del extracto mas rico en polifenoles
por medio de los métodos FRAP y ABTS.

> Determinar el contenido de cafeina en el extracto mas rico en

polifenoles.



CAPITULO II
2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION
2.1 llex Guayusa (Guayusa)

La especie I. guayusa normalmente conocida como “guayusa”, es una planta de la
region amazoénica que posee diferentes metabolitos segundarios, entre ellos taninos,
alcaloides, flavonoides, glucésidos, aminoacidos y compuestos fendlicos (Radice,
2016). Entre los compuestos antioxidantes se destacan los polifenoles, cuya presencia
ha sido mencionada por varios autores (Garcia-Ruiz et al., 2017, Villacis-Chiriboga et
al., 2017) De este tipo de plantas se han aislado diferentes tipos de compuestos como
polifenoles, flavonoides, saponinas y glucésidos que poseen actividades
antinflamatorias, antimicrobianas, antiparasitarias y antioxidantes. Estas caracteristicas
convierten al género llex en una fuente botanica de compuestos activos con potencial

uso farmacéutico, como menciona (Mosquera, 2015).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de llex guayusa Loes (Guayusa)

Reino Plantae

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Afoliales senft

Superorden | Asteranae
Familia Aquifoleaceae
Subfamilia | Nepetoideae
Género llex L

Fuente: (Mosquera, 2015)

Los antioxidantes ayudan a inhibir y retardar la oxidacion de otras moléculas
inhabilitando la iniciacion y prolongacion de los radicales libres presentes en el

organismo, esto ayuda a retardar el envejecimiento celular (Leo-Rivas et al 2016).


https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Nepetoideae

Los compuestos fendlicos se encuentran en plantas de uso alimenticio y no
alimenticio, y se han reportado tener multiples efectos bioldgicos, incluido la
actividad antioxidante (Kahehnen et al., 1999).

Muchas especies han sido reconocidas por tener propiedades medicinales e impacto
benéfico en la salud como la actividad antioxidante, accion de estimulacion digestiva,
antiinflamatorio (Aaby, Hvattum, & Skrede, 2004; Luo,Cai, Sum, y Coeke, 2004).

Los polifenoles son de creciente interés en la industria alimentaria porque retardan la
degradacion oxidativa de los lipidos y mejorando asi la calidad y el valor nutricional

de los alimentos (Pardau et al., 2017).

22 LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN ILEX
GUAYUSA

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos polifenélicas que presenta
una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos
fendlicos de ahi su nombre de compuestos fendlicos. Se encuentran principalmente en
las plantas que lo sintetizan en mayor cantidad como resultado de su metabolismo
secundario.

A continuacion se detalla las estructuras de fenoles en I. guayusa (figura 1).

HO,

"4, _pCOM
o
o™ N Z
H o
H
oH
oH

(¢]

HO‘ OH

i

WO*“ <" OH
HO OH

OH

o

Acido neoclorogénico 1-cafeina-beta-D-glucosa  Acido clorogénico
e Q on
,0 - _I‘i’i“ \'\H'OH (0] Hc?‘)\7 o “ ’ | O
o-§o- L -
N \O _,0-‘ ".;:_ //1‘:-\»JL-O~‘ ~ OH O Ho OH
1

2

b o~ o
N B

HO Ll FaC o
HO
(o]
HO
on

Acido 3,4-Dicafeoilquinico  Acido feruloilquinico quercetin-3-rutindsido (rutina)

OH o

oH
O HO o] OH
o. oy 4
HO o HO = OH O |
OH
HO. - o] 0
oH | | HO OH © O, _C
X o] L “~~
o HO - (;I )ﬁ/j\/
0 e

e
=
==

_<

Ny
W
W
W


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281761

Quercetina-3-0O-hexosa Acido Dicafeoilquinico caempferol-3-O-hexosa

Figura 1. Estructuras quimicas de los principales compuestos fendlicos presentes en

hojas de I. guayusa.

2.3 METODO DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION
DE POLIFENOLES, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos es fundamental el disolvente, la naturaleza
y preparacion del material, la temperatura, tiempo de extraccion, relacion sélidos-liquido,
el método de extraccion empleado y la posible presencia de sustancias de interferencias.
Los métodos de extraccion de compuestos fendlicos difieren en dos métodos: el método de
extraccion asistida por ultrasonido y el método de extraccion asistida por microondas,
donde ambos se encargan de reducir el tiempo de extraccion y aumentar el rendimiento
(Guntero et al., 2015).

Para la cuantificacion de polifenoles totales se emplea el método de Folin-Ciocalteau, que
consiste en la determinacién espectrofotométrica indirecta del contenido total de
polifenoles, segun la técnica descrita en la bibliografia (Leo-Rivas, 2016).

2.4 ALCALOIDES PRESENTES EN ILEX GUAYUSA.
CAFEINA

La cafeina es una de la sustancia psicoactiva mas relevante a nivel mundial y una de
las mas aceptadas y toleradas a nivel social. Esta sustancia es aceptada legalmente,
siendo la fuente principal de consumo més comun el café y una variedad de productos
hechos con base en este que son muy reconocidas (Radice, 2007).

Estructura de la molécula de la cafeina

O CH,
YO0
o)\rr N/

CHs

Desde el punto de vista quimico, la cafeina es un alcaloide xantinico (1, 3, 7

trimetilxantina) y su accion farmacologica se expresa principalmente a nivel de los



sistemas nervioso central, cardiovascular y respiratorio, asi como de la funcion renal
por actuar como diurético.

Segun el analisis quimico las hojas de guayusa poseen un contenido de cafeina de 2,9
a 33,3 % en peso seco (Lewis, 1991; Chamkuan, 2014), reportan cantidades entre 1,7 y
3,5 % de cafeina en las hojas de guayusa humeda, lo que establece que esta planta

posee un mayor contenido en todo el mundo.

2.5 METODOS DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION
DE CAFEINA

Comunmente se emplean metodologias de extraccién como la infusion o la decoccion, esta
ultima, combinada con la extraccion liquido — liquido, resulta superior en cuanto a
capacidad de extraer cuantitativamente el alcaloide.

La cuantificacion se realiza habitualmente por espectrofotometria ultravioleta directa.

2.6 Espectrometria.

Tiene como principio basico la medicion cuantitativa de las propiedades de una muestra en
cuanto a la absorbancia o transmision de luz sobre una longitud de onda determinada
(Atkins, 2011). Los espectrofotometros cominmente utilizados son el espectrometro UV,
que emite ondas electromagnéticas entre 185 y 700 nm, y el espectrofotémetro IR que
emite fotones entre 700 y 1500 nm (Atekings, 2011).



CAPITULO 111
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1 LOCALIZACION

El presente proyecto de investigacion se realizé en la Universidad Estatal Amazonica
(UEA) ubicada en el km 2 % via al Tena, provincia Pastaza con una altitud de 940
m.s.n.m., latitud de 00 59" -1” y longitud de 770 49" 0~ W. La parte de
identificacion, preparacion, extraccion, separacion, caracterizacion y andlisis de los
polifenoles y cafeina se llevo a cabo en el Laboratorio de Quimica de la UEA (Campus
Puyo).

3.1.1 TIPOS DE INVESTIGACION

Las fuentes de informacion para la investigacion se basaron en articulos cientificos de
diferentes publicaciones e informacion de instituciones relacionados al tema, bases de
datos de la instituciones publicas, entre otros. Esto sirvié para obtener informacion
sobre los compuestos de polifenoles y cafeina, método de extraccion y la utilizacién de
los disolventes para el proceso de extraccion para la optimizacion.

En la actualidad se ha tomado mucha importancia en la investigacion de los
compuestos fendlicos por los investigadores ya que son atractivos por su poder
antioxidante que son utilizadas en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria.
En la industria cosmética se utiliza para el tratamiento de la piel seca y contrarrestar el
envejecimiento.

La extraccién de los compuestos polifenoles no posee antecedentes de investigacion en
la provincia de Pastaza, por ende, esto podria servir para futuras investigaciones y para

las comunidades a los productores de la guayusa en la Amazonia ecuatoriana.
3.1.2 METODO DE INVESTIGACION

Se llevo a cabo el método de sintesis a raiz de la recopilacion de informacion selecta
de investigacion, experimentacion, tesis, libros entre otros, de diferentes autores.
Luego de una lectura minuciosa se realizo el analisis de los conceptos de interés que

servirdn como guia para el presente proyecto de investigacion.



3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1EQUIPOS, MATERIALES, UTENSILIOS,
REACTIVOS, INSTRUMENTOS

 Balanza analitica ADAM. Alemania e Agua destilada

o Balanza técnica THOMAS Scientific. o Metanol, MERCK. Alemania
TSXB4200C. Estados Unidos. o Etanol, MERCK. Alemania

« Extractor de Guayusa. « Acido clorhidrico 40 mM

 Micropipeta Eppendorf Research Plus 100 e acetato de sodio. MERCK. Alemania

—1000 pL. Alemania « Hoja de guayusa

« Micropipeta Eppendorf Research Plus 10 — ¢ 2,4,6 — tripiridil —s -triazina (TPTZ).
100 pL. Alemania e FeCI3 20 Mm

« Espétulas de laboratorio « Embudo separadores

« Cristaleria comun de laboratorio, incluido « Soporte universal

material volumétrico  Celda de vidrio para lectura
 Espectrofotometro UV-Vis Thermo e Cloroformo

Electron Corporation. Estados Unidos.

o pH-metro Thermo Electron

Corporation. Estados Unidos.

3.2.2 Muestras

El material vegetal (hojas adultas de I. guayusa) fueron adquirida en el mercado Mariscal
de la ciudad del Puyo en el mes de octubre del 2018. Las muestras se secaron en estufa
durante 24 horas a una temperatura de 45 °C. Posteriormente, se pulverizo a un tamafio de
particula inferior a 0.5 mm de acuerdo con la norma ASTM-E1757-01 (2017). El
contenido de humedad de la muestra se determind en 7.24 %, valor fue utilizado para

expresar los resultados en base a masa seca.

3.2.3 Extraccion
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Los extractos se obtuvieron mediante la extraccion asistida por ultrasonido con el uso de
un instrumento modelo Bransonic Ultrasonic, Serie CPXH. Se emplearon como disolvente
diferentes soluciones de etanol y agua a diferentes temperaturas y aplicando la extraccion
asistida por ultrasonido a diferentes rangos de tiempo y relacién sélido-liquido, de acuerdo
a investigaciones similares reportados por Zun et al., (2011). Dado la baja toxicidad el
etanol es ampliamente utilizado en muchas investigaciones y se puede recuperar
facilmente. Se colocaron aproximadamente 5 g de muestra en cada corrida experimental y
se afiadid el disolvente etanol-agua en diferentes volumenes para diferentes tratamientos.
Después de someterse a sonicacion en las condiciones definidas en el disefio del
experimento para cada condicion, los extractos se filtraron al vacio a través del papel
Whatman N° 4 y se almacenaron en frascos de vidrio &mbar a 4 °C hasta su determinacién
de los compuestos fendlicos totales. Todos los andlisis se llevaron a cabo en los dias
posteriores a la extraccion para evitar cualquier cambio en las muestras debido al

almacenamiento prolongado.

3.3 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES (CFT)

La determinacion de fenoles totales en los extractos se llevo a cabo en un
espectrofotometro de barrido UV, utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton y
Rossi 1965). Se agregaron 40 pL de cada extracto hidroalcohodlico y 500 pL del reactivo
de Folin-Ciocalteu en matraces volumétricos de 10 mL cubiertos con papel aluminio. La
mezcla se dejo reposar durante 10 minutos y posteriormente se agregaron 500 pL de
Na,CO3; (10%). La disolucion se completd con agua destilada aforando a 10 mL y se
mezcl6 completamente. Después de dos horas de reposo en un ambiente oscuro y a
temperatura ambiente, la absorbancia se registré a una longitud de onda de 765 nm medida
contra el blanco.

3.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En este estudio, los métodos de eliminacion de radicales se seleccionaron utilizando el
método de ABTS Y FRAP, ya que comunmente son empleados para la medicion de la
capacidad antioxidante debido a la simplicidad de los ensayos, la instrumentacion
requerida y la solidez, lo que significa que los ensayos se pueden realizar rapidamente y los

resultados son reproducibles (Prior et al., 2005).
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3.5 ENSAYO DE ELIMINACION DE RADICALES LIBRES
ABTS (ACIDO 2,2-AZINOBIS (3-ETILBENZOTIAZOLIN)-6
SULFONICO)

El radical ABTS se prepard a partir de mezclar en partes iguales disoluciones de ABTS
7 mM vy persulfato de potasio 2,45 mM. La disolucién se mantuvo en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 16 horas para la formacion del radical, la cual fue diluida
con etanol para obtener una absorbancia de 0,873. Para la preparacion del persulfato de
potasio se pesaron 0.663g del mismo y se enraz6 con agua destilada en un matraz de 100
mL. El ABTS se prepar0 a partir de 0,384g disuelto en 10 mL de agua destilada. La curva
de calibracion se realizo a partir de la preparacién, a un intervalo de concentracion de 0 a
0,16 mg/L, de TROLOX (&acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) y los
resultados fueron expresados en mmol eq.TROLOX/100g de masa seca a partir de la

ecuacion:

C = A
17,618
Donde A en la absorbancia de la muestra.

36 PODER DE REDUCCION ANTIOXIDANTE DE
HIERRO (111), (FRAP)

Se tomaron 80 pL de cada extracto y se colocaron en un matraz aforado de 10 mL al cual

se le adicionaron 5 mL de disolucion de FRAP recientemente preparado. Se enrasd con
agua destilada y se dejé a 37 °C durante 30 minutos. La lectura se registré a una longitud
de onda de 593 nm contra el blanco (Leos-Rivas et al., 2016).

El reactivo FRAP se prepar6 mezclando 2,5 ml de disolucion 2,4,6-piridil -s-triazina
(TPTZ) con 2,5 de disolucion de cloruro de hierro I11'y 25 mL de tampdn acetato. Para la
preparacion de la disolucion de TPTZ se pesaron 0,03g de reactivo los cuales fueron
colocados en un matraz aforado de 10 mL y enrazado con &cido clorhidrico 40 mM. Para la
preparacion del tampon acetato se disolvieron 0,0061g de acetato de sodio en 200 ml en
agua destilada, se afiadié acido clorhidrico 40 Mm hasta que la mezcla alcanzo un pH 3,5,
posteriormente se enrazo con agua destilada a 250 mL. La preparacion de la disolucion de
cloruro de hierro (111) se disolvieron 0,1352g en 25 mL en agua destilada (Thaipong et al.,
2006). La curva de calibracion se realizé a partir de la preparacion, en un intervalo de
concentracion de 0,1 a 1 mg/L, de TROLOX (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
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carboxilico) y los resultados fueron expresados en umol eq. TROLOX/100g de masa seca a

partir de la ecuacion:

C = A
~0,1879
Donde A en la absorbancia de la muestra.

3.7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se realiz6 un disefio factorial a dos niveles y cuatro factores (2%) con un total de 37

experimentos, dos repeticiones y cinco en el punto central. Las cuatro variables estudiadas
fueron temperatura, tiempo, relacion soélido-liquido y relacion etanol-agua sobre la
extraccion de compuestos fenolicos totales.

Los factores significados y no significativos fueron analizados mediante los efectos en
papel normal (Gréfica de Daniel). Las variables significativas se analizaron empleando un
disefio de Box-Behnken Desing, (metodologia de superficie respuesta) y el efecto de
interaccion de las interacciones de las variables independientes en las respuestas (Pappa et
al., 2000). Se empled el software Design Expert version 10 (Stat Ease, EE.UU) para
identificar los niveles 6ptimos de las variables independientes.

El nivel de los factores y el punto central del disefio para la metodologia superficie
respuesta (bajo, medio, alto) en variables independientes codificadas y no codificadas se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Nivel de variables seleccionadas en el disefio factorial y metodologia superficie de
respuesta

Variable independiente Nivel variable codificado

Simbolo Bajo Centro Alto
-1 0 1
Tiempo A 10 20 30
Temperatura B 30 45 60
ROH/H,O C 70/30 80/20 90/10
S/L D 25 62,5 100

Fuente: Elaboracién propia

Box-Behnken Design, es un disefio experimental, Gtil para la metodologia de superficie
respuesta, para un Modelo cuadratico de variable de respuesta y generalmente funciona
bien para la optimizacion del proceso (Aslan y Cebeci 2007; Oramahi y Diba 2013).
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Los nameros de experimento (N) se calcularon bajo la siguiente ecuacién:

N=K? + K + CP
Donde: k es el niamero factor y cp es el numero replicado del punto central.
Se aplicd la metodologia superficie respuesta para analizar el efecto de las variables
independientes. El disefio BBD de tipo MSR se empled para determinar los valores
optimos de las cuatro variables estudiadas relacionados con los rendimientos de fenoles
totales. Se aplico una ecuacion polinomial de segundo orden:

k k

Y (%) = Bo+ Zﬁixi + Zﬁiixiz + Z Z Bijxix;

i=1 i=1 i=1 j=i+1
Donde: Bo, Pi, Bii y Bij son los coeficientes de regresion para los términos de intercepcion,
lineal, cuadrético e interaccion, respectivamente y Xi, Xj son las variables independientes
(Kiran et al., 2016). Se analizaron cuatro modelos para la obtencion de los mejores

resultados estadisticos.
3.7.2 VERIFICACION DEL MODELO

Para la validacion del modelo, se determinaron los valores de los coeficientes de R?
ajustado y el R? predicho. Se obtuvo la validez de cada serie experimental y se evaluo la
adecuacion del modelo mediante analisis de varianza (ANOVA) (Nazir et al., 2017;
Pompeu et al., 2019).

Las condiciones Optimas para la extraccién de compuestos fenolicos en hojas secas de |I.
guayusa a partir de las variables independientes, relacion etanol-agua, temperatura y el
tiempo de extraccion, se obtuvieron a partir de la ecuacion predictiva de la metodologia
superficie respuesta. La actividad antioxidante se determind después de la extraccién de
compuestos polifendlicos en condiciones 6ptimas. Los valores experimentales y predichos

se compararon para determinar la validez del modelo.

3.7.3CUANTIFICACION DE LOS FENOLES TOTALES
POR EL METODO DE FOLIN CIOCALTEU

Se pesaron aproximadamente 5 g de hojas secas adultas de I. guayusa para los 37
experimentos con diferentes concentraciones de voliumenes, concentracion etanol y
agua, en dependencia al tiempo, temperatura y relacion solido-liquido. Luego el
extracto fue filtrado y envasado en un frasco de 400 mL color ambar. Para la
cuantificacion de los concentrados de fenoles en un volumétrico de 10 mL, se afiadio

con una pipeta 40 pL de muestra del extracto de guayusa seguido el reactivo de Folin-
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Ciocalteu, se espera 10 minutos, luego se afiadio la solucién carbonato de potasio a 500 pL
se aford con agua destilada, se dej6 reposar en un lugar oscuro sin presencia de la luz por 2
horas. Se registra la observancia a una longitud de onda de 765 nm.
El contenido total de polifenoles se determino utilizando una curva de calibracion de &cido
gélico en un intervalo de concentracion de 2 a 10 mg/L. Se obtuvo un valor ajustado de
R? =0,9961. La concentracion de polifenoles totales se expresd gramos de equivalentes de
acido galico por 100 g.d.w. Se emple0 la siguiente ecuacion.

Abs = 0,0734x- 0,0028
La actividad antioxidante de determiné por los métodos de FRAP y ABTS.

3.7.4DETERMINACION DE CAFEINA

Se tomaron 15 mL del extracto hidroalcolico de I. guayusa, se alcaliniz6 con NaOH
0,1 M hasta alcanzar pH de 8,0. Se extrajo en un embudo separador con dos
proporciones de 15 mL de cloroformo cada una y luego se reunieron los extractos
cloroformicos. Se dejo evaporar el cloroformo hasta sequedad en bafio Maria y se
disolvio la cafeina afiadiéndole 50 mL de agua destilada caliente (60°-90°C). Se dej6
enfriar y se trasfirié a una matraz aforado de 100 mL, y se enraz6 con agua destilada.
De la disolucion anterior, se tomaron 5 mL y se coloc6 en un matraz aforado de 25
mL, afladiendo 1 mL de HCI 0,01 M y se enraz6 con agua destilada.

El contenido de cafeina se determind por medio de espectrofotométro a una longitud
de onda de 275 nm, calculando la concentracion de cafeina en la muestra por el

método del patrén externo a partir de la siguiente ecuacion:

Cm Cp
Am  Ap

Cm: Concentracion de la muestra (que contiene la cafeina)
An: Absorbancia de la muestra
Cyp: Concentracion del patron

Ap: Absorbancia del patron
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS Y DISCUSION
4.2 FACTORES QUE AFECTAN LA EXTRACCION
ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE COMPUESTOS
FENOLES TOTALES.

En los experimentos preliminares de la presente investigacion, se estudiaron los
efectos de cuatro factores: tiempo, temperatura, relacion etanol-agua y relacion sélido-
liquido en la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos totales de la
hoja de I. guayusa. Los valores de cada factor se muestran en la tabla 2. Los
contenidos de fenoles totales obtenidos estuvieron entre 0,533 y 4,640 g eq. acido
galico/100g, calculado en relacion a la masa seca, de acuerdo a las condiciones

experimentales (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio factorial 2* a partir de las variables independientes (A, B, Cy E) y

resultados experimentales de los CFT

A B C D CFT
Exp Tier_npo Temperatura EtOH/H,0 S/L 9 ac.
(min) (°C) (VvIv) (m/v) Galico/100g
ms

1 10 30 70/30 100 1,96
2 30 30 90/10 25 1,32
3 30 30 90/10 100 1,42
4 10 60 90/10 25 1,89
5 30 30 70/30 25 4,03
6 10 60 90/10 100 1,42
7 30 60 70/30 100 3,46
8 30 60 90/10 25 1,76
9 20 45 80/20 62,5 2,60
10 30 30 70/30 100 4,03
11 20 45 80/20 62,5 2,43
12 30 30 70/30 25 3,58
13 30 30 90/10 100 1,88
14 20 45 80/20 62,5 2,04
15 10 30 70/30 100 1,31
16 10 30 70/30 25 2,71
17 30 60 70/30 25 4,27
18 30 30 70/30 100 3,37
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19 10 60 90/10 100 1,54

20 10 60 70/30 25 4,63
21 30 60 70/30 25 3,41
22 10 30 90/10 25 0,53
23 10 60 70/30 25 4,40
24 30 60 90/10 100 1,96
25 10 60 70/30 100 4,53
26 30 60 90/10 100 2,40
27 10 30 90/10 100 0,85
28 10 60 70/30 100 4,64
29 30 60 70/30 100 3,56
30 10 30 90/10 25 0,77
31 10 30 90/10 100 0,85
32 30 60 90/10 25 1,97
33 30 30 90/10 25 1,25
34 10 60 90/10 25 1,89
35 20 45 80/20 62,5 2,00
36 10 30 70/30 25 2,09
37 20 45 80/20 62,5 2,12

Fuente: (Elaboracion propia)

En la figura 2 se puede apreciar la estimacion de los efectos estandarizados positivos y
negativos sobre la extraccion de los compuestos fendlicos totales, teniendo en cuenta
que las variables altamente significativas corresponden a valores méas altos de efectos
estandarizados segun Whitcomb y Oehlert (2007). Los efectos no significativos
siguieron una distribucién normal con media igual a cero y varianza constante. Esto
implica que, si los efectos se grafican en papel probabilistico normal, los que no son
significativos tenderan a formar una linea recta, mientras que los efectos activos
apareceran alejados de la linea de normalidad.

La relacion etanol-agua, temperatura y tiempo de extraccién fueron los factores
significativos (p<0,005) mientras la relacion solido-liquido resulté no significativa
(p>0.05) en la extraccion de contenido de polifenoles totales (Tabla 2). Las
interacciones, tiempo-temperatura, temperatura-relacion etanol:agua y tiempo—
temperatura-relacion etanol:agua, fueron significativas, mientras las restantes

interacciones entre los factores estudiados no fueron significativas.

18



Half-Normal Plot

©
©
|

© ©
=} a
TSI P

@«
o

Half-Normal % Probability
~
o
I

50 —

30 -
20 —
10 -
0=

[
C-ROH/H20|

I I I
0,50 1,01 1,51

|Standardized Effect|

2,02

Normal Plot

]
] B-Temp|
95 7 O aBC
3 O A-Tiem
90 =5 ABCD
o 80 Cra
2 70 O Acp
8 ’ Oac
o
[s%
50 -
8 [i= =05}
s
£ 30 - 4
5 ABD
z 20 Oo-siL
103 O BcD
E OBc
53 Oas
1_| O cRoHH20
I I I I I I
2,02 -1,42 0,81 0,21 0,39 0,99

Standardized Effect

Figura. 2. Efecto de los factores significados y no significativos sobre la extraccion de

compuestos fendlicos totales en hojas de I. guayusa.

En el modelo factorial se obtuvo un buen ajuste con un valor de R? 0,9631. Ademas, el
R-predicho fue 0,8831 y el R- ajustado de 0.9367 con una diferencia menor de 0,2
(figura 2). De acuerdo a lo expuesto por Anderson y Whitcomb (2016) valores

inferiores a 0,2 son adecuados. De acuerdo con los resultados del disefio factorial, se

seleccionaron los factores con efecto significativos.

Predicho

Experimental

Figura 3. Relacion entre los valores experimentales y predichos de la extraccion de

CFT en hojas de I. guayusa.
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Abreu-Naranjo et al., (2018) encontraron que en el proceso de extraccion de
compuestos polifendlicos totales en la corteza de Maytenus macrocarpa
(Chuchuwaso) el factor relacion sélido-liquido no influyd, mientras que la temperatura

y el tiempo influyeron significativamente.

Tabla 2. ANOVA para el modelo factorial seleccionado

Fuente Sumade gl Cuadrados ValorF p-valor

cuadrados medios (Prob > F)
Model 50,75 15 3,38 36,53 <0,0001 significativo
A-Tiem 1,83 1 1,83 19,75 0,0002
B-Temp 7,80 1 7,80 84,16 <0,0001
C-ROH/H,0 32,53 1 32,53 351,19 < 0,0001
D-S/L 0,054 1 0,054 0,58 0,4557
AB 4,46 1 4,46 48,17 < 0,0001
AC 0,019 1 0,019 0,20 0,6590
AD 0,16 1 0,16 1,78 0,1968
BC 0,47 1 0,47 511 0,0345
BD 5,723E-004 1 5,723E-004 6,180E- 0,9381

003

CD 0,32 1 0,32 3,44 0,0776
ABC 2,49 1 2,49 26,90 < 0,0001
ABD 0,032 1 0,032 0,34 0,5647
ACD 0,049 1 0,049 0,53 0,4731
BCD 0,20 1 0,20 2,19 0,1538
ABCD 0,33 1 0,33 3,58 0,0725
Residual 194 21 0,093
Falta de 0,27 1 0,27 3,29 0,0849 No
ajuste significativo
Error Puro 1,67 20 0,084
Correlacion 52,69 36
Total

Fuente: (Elaboracion propia)
Ademas, el grafico de Pareto y el limite de Bonferroni se emplearon para reforzar esta
seleccion (Anderson y Whitcomb, 2016). Como se muestra en la figura 4, los efectos
en la extraccion de compuestos fendlicos, relacion alcohol-agua, temperatura y tiempo,
estan por encima del limite de Bonferroni lo que indico que son factores significativos
y la relacion solido-liquido reportaron que no tuvo influencia en la extraccion. Acorde
a estos resultados estas variables fueron seleccionadas para la optimizacion del

proceso de extraccion.
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Figura 4. Diagrama de Pareto para el valor t de los efectos para la extraccion de TPC.

La ecuacion, en términos de factores codificados, se puede usar para hacer
predicciones sobre la respuesta para los niveles de cada factor. La ecuacion codificada
es Util para identificar el impacto relativo de los factores significativos al comparar los
coeficientes de los factores:

FT=2,46+0,24A+0,49B-1,01C-0,37AB-0,12BC+0,28ABC

El modelo codificado se us6 para generar graficos de superficie, para el anélisis de los
efectos variable sobre el rendimiento de los compuestos de polifenoles totales. La
interaccion de los factores estudiados en las variables dependientes se puede observar
en las Figuras 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Se puede observar que a un tiempo de 10 minutos de
extraccion la temperatura influyo significativamente sobre las cantidades totales de
polifenoles, mientras que a un tiempo de extraccion de 30 minutos la temperatura no
tuvo influencia significativa. Estos resultados evidenciaron que se pueden obtener los
mismos resultados a tiempos inferiores si se aumenta la temperatura o a temperaturas

inferiores si se aumenta el tiempo.

En cuanto la proporcion de etanol en la mezcla etanol-agua y el tiempo sobre la
extraccion se encontraron diferencias significativas tanto para las proporciones etanol-

agua empleadas como el tiempo. Ambos factores influyeron en el proceso de
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extraccion, por lo que los resultados dependen de las condiciones de operacion.
Ademaés, se observa que con proporciones de alcohol 70/30 se obtiene mayor contenido de
polifenoles y a menudo que se aumenta el alcohol disminuye la extraccién de polifenoles.
De acuerdo a lo expuesto por otros autores, concentraciones de etanol mayores al 70%

disminuyen la extraccién de polifenoles (Du et al., 2010; Lazar et al., 2016).

La relacion sdlido-liquido no tuvo influencia significativa sobre los contenidos de
polifenoles totales. Todos estos resultados son de utilidad practica para la toma de

decisiones en los procesos agroindustriales.

Sut et al., (2011) investigaron la influencia de la proporcion etanol-agua, temperatura y
tiempo sobre la extraccion de compuesto de polifenoles totales en hoja de llex kudinggcha,
el intervalo de concentracion de etanol estudiado fue de 50-90%, el resultado indica que
para una concentracion de etanol al 70% la extraccién de compuestos totales de polifenoles

fueron superiores.

En relacion a la temperatura y tiempo la extraccion los mayores contenidos de compuestos
totales de polifenoles se lograron a una temperatura cercana a los 70°C y un tiempo

superior a los 70 minutos.

Sin embargo, un aumento adicional de la temperatura dio lugar a la disminucién de los
contenidos de CFT. Los resultados pueden explicarse por el hecho de que un aumento en la
temperatura de extraccion puede ser beneficioso para que los compuestos bioactivos se
liberen de las células de la planta, mientras que una temperatura superior al nivel
optimizado puede causar la degradacion de algunos compuestos termosensibles (Yu y
Goktepe, 2005; Kim et al., 2007).

Makris et al., (2007) mencionan que, por encima de los 60 min, el contenido de CFT
disminuye, posiblemente debido a la descomposicion de los compuestos activos durante el
tiempo de extraccion prolongado.
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Figura 5. Interaccion de los factores tiempo y temperatura sobre la extraccion de
fenoles totales de hojas secas de |. guayusa con una relacion etanol/agua de 80/20
(v/v) y relacion solido-liquido (1:12,5, m:v). m temperatura minima 30 °C, A

temperatura maxima 60 °C.
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Figura 6. Interaccién de los factores relacion tiempo y alcohol-agua sobre la extraccion de
fenoles totales de hojas secas de I. guayusa a una temperatura de 45°C y relacién sélido-

liquido (1:12,5, m:v). m relacion alcohol-agua minima70/30 (v/v), A relacion alcohol-agua

maxima 90/10 (v/v).
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Figura 7. Interaccion de los factores tiempo y relacién S/L sobre la extraccion de fenoles

totales de hojas secas de |. guayusa con una relacion etanol/agua de 80/20 (v/v) y

temperatura de extraccion de 45°C. m relacion sélido-liquido (1:5, m:v), A relacion solido-

liquido (1:20, m:v).
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Figura 8. Interaccion de la temperatura y S/L sobre la extraccion de fenoles totales de hojas

secas de I. guayusa con una relacion etanol/agua de 80/20 (v/v) y tiempo de 20 minutos. m

relacion sélido-liquido (1:5, m:v), A relacion solido-liquido (1:20, m:v).
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Figura 9. Interaccion de los factores S/L y etanol-agua sobre la extraccion de fenoles
totales de hojas secas de I. guayusa a una temperatura de 45 °C y 20 minutos con una
relacion sélido-liquido (1:12,5, m:v). m relacién sélido-liquido (1:5, m:v), A relacion

solido-liquido (1:20, m:v).
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Figura 10. Interaccion de los factores temperatura y relacion etanol-agua sobre la
extraccion de fenoles totales de hojas secas de I. guayusa a un tiempo de extraccion 20
minutos y a un relacion solido-liquido 62,5 mL (1:12,5, m:v). m relacion (v/v) alcohol-agua

minima 70/30, A relacion alcohol-agua maxima 90/10 (v/v).

4.3 ANALISIS DE METODOLOGIA DE SUPERFICIE
RESPUESTA.

El objetivo de la optimizacion fue encontrar la mejor combinacion de los tres factores

independiente que influyeron significativamente en el proceso de extraccion para
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maximizar los CFT en el proceso de extraccion. En la tabla 3 se indican los valores
experimentales y predichos utilizados para la construccion del modelo.

Tabla 3. Box-Behnken Desing a partir de las variables independientes (A, By C) y
resultados experimentales de los CFT

A B C
Experimento Tiempo Temperatura EtOH/H,O Experimental Predicho
(min) (°C) (VIv)
1 60 20 90 0,49 0,51
2 30 20 90 0,85 0,80
3 60 30 80 3,33 3,21
4 45 20 80 2,02 1,92
5 30 30 80 2,99 2,94
6 30 20 70 2,34 2,32
7 60 10 80 2,41 2,46
8 60 20 70 2,17 2,21
9 45 30 70 2,74 2,81
10 45 20 80 2,05 1,92
11 45 20 80 1,77 1,92
12 30 10 80 3,02 3,14
13 45 10 90 0,98 0,91
14 45 20 80 1,82 1,92
15 45 20 80 1,97 1,92
16 45 30 90 1,23 1,32
17 45 10 70 2,74 2,65

Fuente: (Elaboracion propia)
En la tabla 4 se muestran los cuatro modelos analizados y se encontr6 que el
cuadrético resulto con un ajuste significativo (p< 0.0001).

Tabla 4. Resumen de la evaluacién de los cuatro modelos polinomiales analizados en

la optimizacion de CFT en hojas de |.guayusa.

Falta de ajuste R-cuadrado  R-cuadrado
Fuente Valor p

(valor p) ajustado predicho
Lineal 0,0200 0,0018 0,4077 0,0059
2FI 0,9124 0,0010 0,2679 -12,952
Quadratico < 0,0001 0,3867 0,9731 0,8972  Sugerido
Cubico 0,3867 0,9762

Fuente: (Elaboracion propia)
Por lo tanto, se seleccioné la ecuacién polinomial de segundo orden con un valor de R?

de 0,9731. Se puede interpretar que el 97,31% de la variacion total en la extraccion de
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compuestos totales de polifenoles se atribuyo a los factores estudiados. Los valores de
compuestos totales de polifenoles predichos para el modelo cuadratico y los valores
medidos en el laboratorio se compararon y se muestran en la figura 11. La distribucion
de los puntos confirma la capacidad del modelo para cubrir toda la gama de experimentos
estudiados (Crespo et al., 2017).

Design-Expert® Software
FT

Color points by value of
FT:

5332819
0.487561

Predicho
N
|
=]
B

Experimental

Figura 11. Relacion entre los valores experimentales y predichos de la optimizacién de

CFT en hojas de I. guayusa.

La distribucién de los puntos verifica la idoneidad del modelo para cubrir todo el
intervalo de los datos analizados. Por lo tanto, el modelo se puede aplicar con éxito.

La falta de ajuste resultd ser no significativo con un valor de p>0.05 (Tabla 5). lo cual
indica que el modelo es adecuado para representar los datos experimentales con un
nivel de confianza del 95% (Whitcomb y Anderson, 2004).

Tabla 5. ANOVA para el modelo cuadratico.

Fuente Suma de | Cuadrados Valor p-valor
cuadrados 9 medios F (Prob > F)
Modelo 10,38 9 1,15 65,23 < 0,0001
A-Temperatura 0,082 1 0,082 4,62 0,0686
B-Tiempo 0,16 1 0,16 8,93 0,0203  significativo
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C-ROH/H,0 521 1 521 294,60 < 0,0001

AB 0,23 1 023 12,74 0,0091

AC 8,39E+00 1 8,39E+00 0,47 0,5131

BC 0,015 1 0,015 0,87 0,3818

A? 0,32 1 032 1821 0,0037

B? 2,29 1 2,29 129,33 < 0,0001

c? 2,30 1 2,30 1306 < 0,0001

Residual 012 7 0,018

Falta de ajuste 0,061 3 0,020 1,31 0,3867

Error puro 0,062 4 0,016

Correlacion Total 10,50 16 no

significativo

Fuente: (Elaboracion propia)

Los valores de “P>F” inferiores a 0,05 indican que los términos del modelo son
significativos. En este caso, A, B, C, A%, AB, B C? son términos significativos del
modelo. Por lo contrario los valores superiores a 0.1 muestran los terminos del modelo
que no son significativos. La ecuacion polinomial en términos de factores codificados
obtenidos a partir del analisis de regresion puedes ser expresada (solo se consideran
los términos significativos).

La ecuacion polinomial en términos de factores codificados obtenidos de un analisis

de regresion resultd de la siguiente manera:
Y=1,92-0,10A+0,14B+-0,81C+0,24AB-0,046 AC+0,062BC+0,28 A’+0,74 B2-0,74 C?

Esta ecuacion puede ser utilizada para reconocer el efecto relativo de los factores
significativos mediante la comparacién de sus coeficientes, mientras que la ecuacién no
codificada en términos de factores reales puede utilizarse para hacer predicciones sobre la
variable en el intervalo considerado para cada factor. Ecuacion en términos de factores
reales resulto la siguiente:

Y=-32,152-0,401A -0,124B+1,103C+1,581*1073AB+1,228*103B2+7,368*10 3 A2-
7,391*1073C?
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4.4 CONTENIDO DE FENOLES TOTALES, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y CAFEINA DEL EXTRACTO BAJO LAS
CONDICIONES OPTIMAS

En la figura 12 se muestran los CFT obtenidos bajo condiciones éptimas encontradas por el
modelo, temperatura de extraccion 60 °C, tiempo 26,6 min y una relacion etanol-H,O de
75,1-24,9.

Fenoles totales (g &c. galico/100g ms)
s ]
liction 339602
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Figura 12. Superficie de respuestas y graficos de contorno para los efectos tiempo y

temperatura sobre el contenido total de polifenoles para la condiciones optimas.

Para la validacion del modelo se encontr6 que el CFT fue de 3,46 g eq. Ac. galico
/100g, resultado que se encuentra en correspondencia con el predicho. Otros autores
han reportado valores similares de 3,34 g/100g ms para hojas jovenes y 2,14 g /100 ms
para hojas adultas en extractos de hojas de I. guayusa colectadas en la provincia de
Pastaza (Villacis-Chiriboga et al., 2017). Valores superiores fueron encontrados por
Garcia-Ruiz et al., (2017) en hojas frescas verdes de |. guayusa. Resultados que
pueden ser explicados por la etapa de madurez de las hojas, la cual influye en el
contenido de polifenoles totales.

Los organismos vegetales inmaduros se caracterizan por tener una mayor tasa de
biosintesis de metabolitos en tejidos jovenes que en los adultos. Por lo tanto, los
tejidos de plantas joévenes presentan contenidos fendlicos més altos, ya que actlan
como elementos quimicos disuasivos contra herbivoros y plagas. Ademas, los
compuestos fenolicos también son responsables de proteger la planta de radiaciones
dafiinas (Di Ferdinando et al., 2014); Zhu et al., (2009) reportaron valores medios de
compuestos fendlicos totales de 10,3 ¢/100g, ms para especie de género llex
precedentes de diferentes regiones geograficos de china.

Este mismo autor ha demostrado que los contenidos totales de compuestos fenolicos
en extractos de plantas medicinales y de consumo dietético pueden contribuir a la
actividad antioxidante total.

Otros reportes de CFT para el género llex han sido documentados (Tabla 6).

CFT (g eq. Ac. ABTS FRAP
Género |. gélico /100g ) (mmol/1009g) (mmol/g) Fuente
I. guayusa 3,46 0,08 40,71
Bravo et al.,
|.paraguanensis 8,10-9,77 0,148-0,181 762,02-938,59 (2007)
Zhu et al,
I. kudingcha 6,0-15,0 16,3-38,5 98,1-317,2 (2009)
Zhu et al,
I. cornuta 8,9 25,1 2111 (2009)

La actividad antioxidante del extracto obtenido bajo las condiciones 6ptimas medida a
través de los métodos FRAP y ABTS resulto inferior a otras especies del mismo

género (Bravo et al., 2007; Zhu et al., 2009; Zhu et al., 2009), pero en concordancia al
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contenido de fenoles totales. Estos resultados han sido previamente demostrados,
encontrandose una alta correlacion entre los CFT y la actividad antioxidante (Dudonné,
et al., 2009).

El contenido de cafeina resulto en el extracto, bajo estas condiciones, de 2,35 + 0,03
mg/g en base seca, diez veces menor que la concentracion obtenida por la decoccion

reportada Barriga, (2017).
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5.1
5.2

5.3

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

Se demostré mediante el disefio factorial 2* que los factores significativos para
la extraccion de CFT, en base seca de hojas de I. guayusa, fueron relacion
etanol-agua, temperatura y tiempo de extraccion, mientras que la relacion
sélido-liquido resulté no significativo.

El modelo polinomio aplicado al proceso de extraccion de CFT resultoé ser un
modelo cuadratico con un buen ajuste de R?=0,9731. Las condiciones éptimas
propuestas por el modelo fueron validadas experimentalmente y se encontré
una cantidad de CFT equivalente a 3,46 g eq. acido galico/100g ms de hojas de
l. guayusa.

El extracto de 1. guayusa presentd valores de actividad antioxidante
respectivamente de 0.08 mmol/100g y 40.71 mmol/g aplicando los métodos
ABTS y FRAP. Estos valores resultaron inferiores a los reportados por otras
especies del mismo género pero son coherentes con el contenido de fenoles
totales.

El extracto obtenido bajo las condiciones Optimas presenta un contenido de
cafeina de 2,35 = 0,03 mg/g en base seca, representa una concentracion

importante que puede aportar a la funcionalidad de los productos a elaborar.
RECOMENDACIONES

Replicar el estudio de optimizacion del proceso de extraccion de compuestos
fendlicos considerando ulteriores variables relacionadas a la boténica de la
especie y a los métodos de recoleccién comunmente realizados para los
productores (ejemplo. edad de la planta, nimero de podas, comparacion entre
hojas jovenes y mas antiguas, etc.). El conjunto de nuevas informaciones
obtenidas podria ser relevante para mejorar y estandarizar los métodos de
recoleccion de la especie;

Considerando los datos preliminares de actividad antioxidante obtenidos, seria
oportuno extender la investigacion a nuevos ensayos vinculados al dafio
oxidativo inducido por radiacién UV, con la finalidad de proponer eventuales

aplicaciones de los extractos en el ambito de los productos de proteccién solar;
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» Se recomienda investigar, in vitro e in vivo, el efecto sinérgico de los
polifenoles y de la cafeina presentes en I. guayusa en el tratamiento de la

celulitis.
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