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RESUMEN

Los aditivos sintéticos utilizados en alimentos deben ser reemplazados por aditivos
naturales, por seguridad alimentaria. En nuestro pais existe una planta en peligro de extincion
el “mito” (Vasconcellea candicas), cuyos frutos comestibles podrian ser beneficiosos como
fuente de antioxidantes naturales. Nuestro objetivo fue evaluar la capacidad antioxidante y el
IC50 de la pulpa del futo en dos estados de madures y en dos extractos, acuoso y
etanolico70%. Determinamos la concentracion de proteinas solubles, azucares reductores,
glucosa, polifenoles totales, capacidad antioxidante como % de Captura radicales libres
(Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y el 1C50. Nuestros resultados, indican que
el extracto acuoso maduro contiene mayor proteinas solubles (5.73 mg Prot/g extracto M.S) y
azucares reductores (149,04 mg AR/g extracto M.S); mientras los inmaduros tienen mayor
glucosa (127.83 mg G/g extracto M.S.) y polifenoles totales (1201.86 pug AG/g extracto
M.S.). La capacidad antioxidante fue mayor en extractos etandlicos (89.7 y 80.6 % de
Captacion de radicales libres Eq. TROLOX x DPPH x 30 min, en maduro e inmaduro
respectivamente), siendo estos mayores que los encontrados en papaya (83.7 y 73.8% de
Captacion de radicales libres Eq. TROLOX x DPPH x 30 min). EI IC50 fue mayor en el
extracto etandlico maduro (9.3 y 8.6 Eq. mg Trolox/mL/g extracto M.S. en mito y papaya
respectivamente). Hay una correlacion positiva entre metabolitos primarios y concentracion
de fenoles totales, pero no existe correlacion entre fenoles totales, capacidad antioxidante y el
IC50. Concluimos que la pulpa de mito es una fuente promisoria para poder ser utilizada
como fuente de antioxidantes naturales.

Palabras clave: proteinas solubles, glucosa, polifenoles, fruto maduro e inmaduro.



ABSTRACT

Synthetic additives used in food should be replaced by natural additives, for food
safety. In our country there is an endangered plant, the "mito™ (Vasconcellea candicas),
whose edible fruits could be beneficial as a source of natural antioxidants. Our objective was
to evaluate the antioxidant capacity and the IC50 of the fruit pulp in two stages of ripeness
and in two extracts, aqueous and ethanolic70%. We determined the concentration of soluble
proteins, reducing sugars, glucose, total polyphenols, antioxidant capacity as % free radical
capture (DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) and IC50. Our results indicate that the
mature aqueous extract contains higher soluble proteins (5.73 mg Prot/g DM extract) and
reducing sugars (149.04 mg AR/g DM extract), while the immature ones have higher glucose
(127.83 mg G/g DM extract) and total polyphenols (1201.86 pg AG/g extract M.S.) The
antioxidant capacity was higher in ethanolic extracts (89.7 and 80.6 % of Capture of free
radicals Eq. TROLOX x DPPH x 30 min, in mature and immature respectively), being higher
than those found in papaya ( 83.7 and 73.8% uptake of free radicals Eq. TROLOX x DPPH x
30 min). The IC50 was higher in the mature ethanolic extract (9.3 and 8.6 Eq. mg
Trolox/mL/g extract DM in mito and papaya respectively). There is positive correlation
between primary metabolites and total phenol concentration, but there is no correlation
between total phenols, antioxidant capacity and 1C50. We conclude that the mito pulp is a
promising source to be used as a source of natural antioxidants.

Key words: soluble proteins, glucose, polyphenols, ripe and unripe fruit.



1. INTRODUCCION

El registro y la valoracion de nuestras especies nativas estd aumentando y dentro de
ellas se encuentran las plantas del genero Vasconcellea distribuidas en nuestro region, asi lo
demuestran los estudios de Fuertes (2019) quien realiz6 un estudio al sur de Colombia
identificando seis integrantes de este género; el informe del Ministerios del Medio Ambiente
de Pert (MINAM, 2018), que reporta la presencia e identificacion de 9 especies del género
Vasconcellea y los estudios genéticos de Pefia et al.(2017) que indican que al sur de Ecuador
existen alrededor de 12 especies de Vasconcellea de las 16 que estan reportadas en todo
Ecuador.

Este género es utilizado en las poblaciones donde crece, como alimento y medicina,
no siendo comercializada a gran escala, dado que su valoracion en ambos campos, todavia
esta en proceso de estudio. Por ello, el objetivo del presente estudio fue obtener extractos de
la pulpa de los frutos del “mito”, para determinar en ellos la actividad antioxidante que
podrian ser utilizados en forma natural como complemento de dietas y evitar la formacién de
radicales libres, lo cual trae como consecuencia, un gran deterioro del alimento y de nuestro
organismo, dandole un valor agregado para su comercializacion y preservando la
biodiversidad y el desarrollo de este recurso autdctono.

1.1 Planteamiento del Problema

La utilizacién de los aditivos sintéticos se amplid y se generalizé el siglo pasado, sin
embargo con el correr del tiempo recién se ha podido observar los efectos negativos que
algunos de ellos causan en la salud y el medio ambiente, por lo cual se busca diferentes tipos
de soluciones. Dentro de estos aditivos sintéticos hay una diversidad de antioxidantes
utilizados en toda la industria en general con la finalidad de preservar a los productos, dentro
de los cuales estan los alimentos, que tienen un tiempo de vida corto, por lo que busca que

estos se reemplacen por antioxidantes naturales, principalmente en las bebidas y frutas



(Scalbert & Williamson, 2000), produciendo beneficios para la salud, como protegernos
contra el cancer, enfermedades cardiovasculares (Boudet, 2007) estrés oxidativo, el cual esta
asociado a las enfermedades mencionadas y a la neurodegeneracion (Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).

En nuestro pais contamos con varias frutas nativas como el “mito” que muestran un
potencial interesante a ser revalorado en su aplicacion como fuente de antioxidante natural.

PROBLEMA GENERAL
¢ Los biometabolitos con capacidad antioxidante, presentes en el “mito” podria ser
utilizados como aditivos naturales en la industria alimentaria?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

¢ Los biometabolitos de los extractos de la pulpa de “mito” inmaduro tienen
capacidad antioxidante con potencial uso como aditivo natural en la industria de alimentos?

¢ Los biometabolitos de la pulpa de “mito” maduro, tienen capacidad antioxidante
con potencial uso como aditivo natural en la industria de alimentos?

¢ Cudl es la capacidad antioxidante de la pulpa del fruto de “mito” inmaduro y
maduro frente a la pulpa de Carica papaya inmadura y madura?
1.2 Antecedentes

Dentro de la familia Caricaceae, se encuentran las papayas domesticadas (Ej. Carica
papaya) y silvestres (Ej. Genero Vasconcellea) pertenecientes a la Familia Caricaceae, donde
se esta reportando la presencia de biometabolitos secundarios, que beneficiarian a la salud
humana contra algunos tipos de cancer (Nguyen et at., 2013), diabetes (Juarez-Rojop et al.,
2012) y obesidad (Athesh, Karthiga, & Brindha , 2012).

Si bien en la actualidad el uso de antioxidantes sintéticos, cumplen un rol importante
al evitar la oxidacion de los alimentos y con ello su perdida de color, aroma y sabor

(Augustyniak, et al., 2010), esta practica se ha puesto en tela de juicio por parte de los



consumidores, debido a sus posibles repercusiones en la salud humana (Marcano & Masahisa
2018), ya que su uso no solo pueden causar efectos de intoxicacidn aguda, cuando se supera
su nivel de ingesta diaria, sino que también sus efectos pueden aparecer con el tiempo, al ser
acumulativos, causando enfermedades digestivas, hepaticas, circulatorias, cancer y alteracion
al sistema inmune (Reardon 2015, Paula-Neto et al., 2017 ).

Por otro lado, es bien conocido el beneficio de los antioxidantes naturales a la salud
del consumidor, pues disminuye el estrés oxidativo en las células animales, evitando la
degradacion de las mitocondrias, la muerte celular y disminuyendo el indice de
envejecimiento, trayendo como consecuencia la disminucion del sistema inmune, y la
presencia de enfermedades como cataratas, Alzheimer, Parkinson, enfermedades hepaticas o
problemas cardiovasculares, siendo necesario para estos individuos el consumo de
antioxidantes exogenos (Coronado et al., 2015); por ello es importante la busqueda de
antioxidantes naturales para la industria y también para mantener la calidad de vida de los
consumidores.

Los antioxidantes son moléculas que inactivan los radicales libres, protegiendo a los
organismos del dafio y muerte celular, lo que ha generado el uso de alimentos que en forma
natural proporcionen antioxidantes dentro de la dieta humana (Delgado et al., 2010; Farias et
al., 2017) . Asi, Jarisarapurin et al, (2019), demostraron que frente a H,O,, OH, O,"y HOCI,
el uso de extracto de fruto inmaduro de carica papaya, mejoro la actividad de las enzimas
antioxidantes enddgenas (catalasa: CAT, superoxido dismutasa: SOD, glutation peroxidasa:
GPX), en la linea celular endotelial humana E.A.hy926.

En la familia Caricaceae muchos autores han estudiado al género Carica como un
referente de uso para diversos compuestos y lo han empleado como antimicrobiano y
antioxidante. Husin, et al., (2019), estudiaron las hojas de Carica papaya evaluando la

actividad antioxidante de extractos crudos y fracciones acuosas Yy etandélicas y concluyen que



el extracto acuoso presento la mayor capacidad antioxidante; mientras que, Aruljothi, et al.
(2014) encontraron que los extractos de hojas de Carica papaya presentan metabolitos
secundarios que son utilizados en enfermedades infecciosas producidas por Salmonella typhi,
el virus de la fiebre amarilla y dengue.

El género de Vasconcellea es integrante de la familia Caricaceae y en las Lomas de
Peru, esta presente una especie silvestre Vasconcellea candicans A. Gray, A. DC 1864,
denominada (mito). Este género se esta estudiando y se ha encontrado que, el latex extraido
del fruto inmaduro de las Vasconcelleas puede tener entre 5 a 8 veces mas actividad de
papaina que la reportada para el latex de Carica papaya (Baeza et al., 1990). Especificamente
los genotipos de V. heilbornii babaco, y V. cundinamarcencis tiene entre 4 y 13 veces mas
actividad proteolitica (Scheldeman et al., 2002), mientras que Vasconcella candicans puede
alcanzar hasta 13.3 veces mas actividad proteolitica (Gutiérrez et al., 2017).

Por otro lado, Armas (2014), reporta alcaloides en los extractos acuosos acido de V.
candicans y Acosta, et. al., (2015) demuestran la presencia de metabolitos secundarios, como
compuestos fenolicos, alcaloides, flavonoides, triterpenos y saponinas en el fruto de V.
candicans, recomendando asi, continuar con los estudios que miden la capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC).

1.3 Justificacion e Importancia

Hoy més que nunca, se hace evidente la importancia de cumplir con las prioridades
que se plantea la Naciones Unidas con el objetivo 3 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS): garantizar una vida sana y promover el bienestar de todos a todas las edades,
abordando la actual emergencia sanitaria y promoviendo poblaciones méas sanas mediante
estrategias que involucran una mayor concientizacion en los actores politicos para un acceso
universal a los servicios, pero también en la poblacién en general sobre la importancia de la

prevencion y el cuidado de la nutricion, especialmente en los primeros afios de vida, porque



de esto se derivara una vejez sana y larga. Una dieta saludable, que incluya la ingesta de
productos nutritivos y locales, no solo redundara en la disminucion de enfermedades no
transmisibles sino también minimizara el impacto del cambio climatico sobre la seguridad
alimentaria.

Los productos nativos como el “mito”, han sido descritos como fuente de
antioxidantes naturales y la utilidad de este recurso puede promover su cuidado y puesta en
valor, asi como contribuir al reemplazo de insumos sintéticos que no favorecen la
alimentacion saludable. Es por ello que el objetivo del proyecto fue evaluar la capacidad
antioxidante de los extractos de la pulpa del fruto inmaduro y maduro de la especie nativa
Vasconcellea candicans “mito” como potencial aditivo natural para luego evaluar su uso en
la industria alimentaria.

Los resultados de este estudio posibilitaran el uso de nuevas alternativas naturales
frente a los aditivos sintéticos usados en la industria alimentaria, lo cual puede influir en el
aspecto econdémico de los industriales y de las comunidades aledafias a su habitat que podrian
dedicarse al cultivo de este fruto, ofreciendo la oportunidad de recuperar esta especie que esta
en situacion de Peligro Critico (CR) segun Decreto Supremo. N° 043-2006-AG (2006) y
contribuyendo a valorar este arbol nativo.

1.4 Marco Teorico

Durante los procesos fisiopatoldgicos se sabe que las células humanas se exponen a
los oxidantes y radicales libres, los cuales se incrementan en procesos de inflamacion,
alteracion del metabolismo y/o exposicion a la radiacion (Kasote, et al., 2015), los cuales
pueden alterar a los acidos nucleicos, lipidos y proteinas, alterando el potencial redox de la
célula (Phaniendra, et al., 2015; Sies & Jones, 2020), por lo que actualmente la valoracion y
propiedades de los antioxidantes de los productos dentro de la alimentacion son de interés.

No sélo se desea saber qué tipo y cantidad de antioxidantes estan presentes en tal o cual



alimento, sino principalmente se necesita medir cual es la capacidad antioxidante de ese
alimento y como ira cambiando esta capacidad frente a diversos factores propios del
metabolismo del individuo que lo consume.

Antioxidante, segun Sies (2020) son moléculas que permiten el equilibrio redox
dentro de los sistemas celulares, evitando el dafio oxidativo y lo componen moléculas de baja
masa molecular y varios tipos de enzimas antioxidantes que junto con las anteriores forman
una red antioxidante. Por lo tanto, la evaluacién de la capacidad antioxidante por las pruebas
de TRAP, FRAP, ORAC, ABTS, sblo evaltan a las moléculas de baja masa molecular, mas
no evaltan ninguna enzima.

“La capacidad antioxidante total (CAT) se define como el potencial de una
sustancia o compuesto para demostrar su reactividad (inhibir o dificultar) frente a la
oxidacion de un sustrato hasta en cantidades muy pequefias (< 1%, comUnmente 1-1,000
mg/L). Su medicidn es Util para valorar la calidad de un alimento, la cantidad de
antioxidantes en un sistema, o la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes en el cuerpo
humano”. (Benites-Estrada, 2020).

Sin embargo, este concepto que estd ampliamente utilizado por los cientificos para
demostrar el potencial de alguna sustancia frente a la oxidacion, sélo involucra a moléculas
de baja masa molecular, pero no a las enzimas y sus cofactores, por lo que seguin Sies (2020),
deberia llamarse Capacidad antioxidante no enzimatica.

Pulpa de fruto.

En la fruta, la pulpa es la parte blanda y carnosa (tejido mesocarpio), que
generalmente se come. También se define como el tejido vegetal cuyo objetivo es mejorar la
dispersion de las semillas siendo importante para la nutricién. El tejido estd compuesto por
fibras de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina, las cuales son de lenta absorcion, por lo

que ayudan a incrementar la absorcion de nutrientes, bajar el colesterol, reducir las
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enfermedades cardiacas, eliminar toxinas y ceélulas cancerosas. (Diccionario léxico (s.f.);
Pulpa (s.f.))
Vasconcellea candicans “mito”

La especie Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (Mito), segln el sistema de
clasificacion APG IV (The Catalogue of Life Partnership, 2017), pertenece a la Clase
Eudicots, Orden Brassicales, Familia Caricaceae y género Vasconcellea denominandose con
los nombres comunes (segln la zona de procedencia) como Mito, Papaya andina, Toronche,
Sozoranga, Chipote o Kichwa, estando categorizada como una especie en Peligro Critico
(PC) seglin D.S. 043-2006-AG.

Potencial uso para la industria

Potencial es un adjetivo probabilistico suceptible de tener existencia de algo
diferente, como usarse en la industria. En el caso del “mito” puede potencialmente ser usado
en la industria, dado que al pertenecer a la familia Caricacea, en donde se ubica la papaya, la
cual si se ha demostrado que tiene una Capacidad Antioxidante y que actualmente se utiliza
en la industria, tiene la probabilidad de tener esa capacidad, pero primero hay que saber si lo
tiene 0 no, y es con esta investigacion y otras investigaciones que se realicen, se podra saber
qué tipo de biomoléculas presenta la pulpa madura o inmadura del “mito” que son las que le
proporcionarian esa capacidad antioxidante y si sola o en conjunto con otros alimentos se
conserva dicha capacidad y se podria usar en la industria cuidando la seguridad alimenticia.
1.5 Objetivos
Obijetivo Principal

Evaluar la capacidad antioxidante de extractos acuosos y etandlicos de la pulpa
madura e inmadura del fruto de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (Mito), con
potencial uso como aditivo natural en la industria de alimentos, frente a la cinética de DPPH

(2,2-difenil-1-pycrilhidrazil).
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Obijetivos Especificos

Evaluar la capacidad antioxidante de extractos acuosos de la pulpa de fruto
inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (Mito), con potencial uso como
aditivo natural en la industria de alimentos.

Evaluar la capacidad antioxidante de extractos etanolicos de la pulpa de fruto
maduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (Mito), con potencial uso como aditivo
natural en la industria de alimentos.

Comparar la capacidad antioxidante de extractos acuosos y etanolicos de la pulpa de
fruto inmaduro y maduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (Mito), y de Carica

papaya, con potencial uso como aditivo natural en la industria de alimentos.
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1. METODO

Esta es una investigacion basica, por lo cual se trata de analizar la capacidad
antioxidante de los biometabolitos de la pulpa del fruto inmaduro y maduro de “Mito” frente
a la capacidad de captacion de los radicales libres (RSC).

Por la naturaleza de los datos es una investigacion de tipo cuantitativa. Los datos son
numéricos y representan la capacidad de captacion de los biometabolitos presentes en el
extracto acuoso y etanolico de la pulpa del fruto inmaduro y maduro de Vasconcellea
candicans (A. Gray) A. DC (Mito).

Por su estrategia, es una investigacion de asociacion que determinara la probabilidad
de que los biometabolitos del extracto de la pulpa de los frutos inmaduros y maduros de
“Mito” tengan un efecto antioxidante frente a algunos productos de la industria alimentaria.
Ambito Espacial y Temporal del Estudio

El estudio fue ejecutando en el Laboratorio de Bioguimica y Biologia Molecular de
la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de la Universidad Nacional Federico
Villarreal, desde el mes de enero hasta octubre del 2022.

2.1 Universo y Muestra
Universo

Se consideran a todos los frutos maduros e inmaduros de “mito” de Santo Domingo
de Los Olleros durante el periodo de enero, a marzo del 2022.

Muestra Bioldgica

Se recolectaron 20 frutos maduros y 20 frutos inmaduros, al azar, de 5 plantas de
“mito” de Santo Domingo de Los Olleros, de los cuales se seleccionaron para el trabajo 10
frutos de cada grupo, cuyo criterio de seleccién fueron las caracteristicas fisicas que ellos
tenian (ver figura 1 y tabla 1).

Unidad de analisis



13

Son los extractos acuoso y etandélico obtenidos de la pulpa de los frutos inmaduros y

maduros de “mito” de las muestras enviadas desde Santo Domingo de Los Olleros

2.2 Instrumento y Procedimiento

Toda la data fue recolectada en una base de datos en Excel, que fue utilizada
posteriormente para el analisis estadistico, donde se utilizé el mismo Excel y el Programa
Estadistico R. Asi, pudimos crear la base de datos de las caracteristicas fisicas de los frutos,
contenido de humedad por el método de AOAC #934.06 (1990), empleando un horno y la
balanza analitica (ADAM/RS232) con precision de + 0,0001 g; contenido de proteinas
soluble se determiné por el método de Bradford (1976) a 595 nm; los azucares reductores por
el método de Somogy (1952) - Nelson (1944) a 540 nm; la concentracion de glucosa, con el
kit del método enzimatico (Glucosa GOD FS*, DiaSys) a 500 nm, todas estas
determinaciones fueron leidas en el espectrofotémetro visible/UV (SHIMADZU/ UV-1700,
2007).

Reactivos

Agua destilada grado molecular, aloumina bovina (BSA), glucosa anhidra buffer
acetato de sodio pH 5, Sulfato de bario, sulfato de zinc. Todos los reactivos tuvieron un grado
de pureza quimica (99.99%) ACS (Estandares de la American Chemical Society)
Procedimiento
Extracto del fruto inmaduro y maduro con agitacion y deshidratacion.

Los frutos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio 1,5% durante 5 minutos y
luego se procedio al enjuague con abundante agua de cafio, el Gltimo enjuague se hizo con
agua destilada estéril. Se determino el peso utilizando Balanza analitica (ADAM/RS232, 0 g
a 120 g+ 0.0001g AE4382559, 2011), ademas para medir el tamafio (longitud y didmetro) se
utilizé una cinta métrica y un calibre o pie de rey o Vernier; mientras que para el color se

tomo en cuenta la tonalidad del color verde asociado a las clorofilas. Después se elimino los
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extremos de cada fruto y se cort6 en forma longitudinal eliminando las semillas y mucilago,
para posteriormente trozarlo en una licuadora (muy baja velocidad) para la extraccion solido-
liquido.

Para la preparacion de los extractos de cada muestra (Selvamuthukumaran & Shi,
2017; Soib, et al., 2020), se utiliz6 20 g de muestra, la que se coloco en un matraz con 100
mL de agua para inyeccion y 20 g de muestra en otro matraz con 100 mL de etanol absoluto
/acuoso al 70% (70:30), en un sistema sélido/liquido. Colocamos sobre un agitador orbital
(ORBITAL GENIE 2014) a 180 rpm durante 3 horas a temperatura ambiente y luego se dejo
en refrigeracion entre 4 a 8°C por 15 dias. Esta extraccion madre, se centrifugé (HERMLE
Labortechnik GmbH 2017) a 8000 x g/10 min, se midi6 el volumen del sobrenadante y se
retird 20 mL, el cual se evapor6 en un refrigerador no frost (BOSCH/541L 2014), por 15 dias
(extracto deshidratado) que sirvio para calcular la materia seca del extracto y para evaluar la
concentracion de fenoles totales y la capacidad antioxidante. El resto del sobrenadante se
guardd a -20°C para utilizarse en las otras evaluaciones.
Determinacion de Proteinas (Bradford (1976).
Tabla 1

Se prepard el reactivo de Bradford*, utilizando los siguientes reactivos.

REACTIVOS CANTIDADES

Azul de Coomasie blue G-250 (Merck) 10 mg

Etanol 99.9% (Sigma-Aldrich) 5.0mL

Acido fosforico (Merck) 10 mL

Agua para inyeccién Cantidad suficiente para completar 100 mL

Este reactivo preparado fue probado con reactivo de Bradford que vende
comercialmente Sigma-Aldrich, para comprobar las curvas patron y ver su eficiencia. Se
construyo por triplicado una curva estandar utilizando Albumina bovina de suero (BSA),

adquirida en ampollas SIGMA P0814, a una concentracion de 1 mg/mL, la cual se diluye en
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fiola de 10 mL completando con agua para inyeccion, pasando a tener una concentracién de
0.1 mg/mL, con la cual se construyeron dos set de trabajo (0 a 50 pug/mL).

En la curva A, se utilizé el reactivo de Bradford que preparamos en el Laboratorio
de Bioquimica y Biologia Molecular (LBBM) y en la curva B se utiliz6 el reactivo de
Bradford de Sigma-Aldrich, en ambos casos las absorbancias fueron leidas en el
espectrofotometro a 595 nm, que se pueden observar en la Figura 1: Ay B. Para ver la
eficiencia y repetibilidad del reactivo que preparamos, se utilizo el extracto madre de pulpa
de “mito” maduro e inmaduro, haciéndose 10 repeticiones, los cuales en promedio nos dieron
los mismos resultados, con una desviacion estandar de < 0.01. Para la evaluacion de proteinas
en las muestras de este trabajo se utiliz6 la formula y = 0.0063x,

Figural

Curva estandar de Albumina bovina de suero (BSA- Sigma P0814).
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3 ] ] :
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a c |
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7 o T ANEE I EEEEE
3 0.2000 5 B 02000 —— IRERY |
5 7~ a y 4
e ! 7 g | ,."’
§ 0500 ey e s e A
2 mEE ' 2 ! y
0.1000 WA - ] < 01000 ——— E I =
0.0500 —— , o . 00500 A NN NENNN NN u
0.0000 : 3 - 00000 |
0 10 20 30 40 50 &0 0 0 20 330 40 0N &
pg Proteina/mL pg Proteinas/mL

Nota: Elaboracion propia. A) Se utilizd reactivo Bradford preparado en LBBM. B) Se utilizé

reactivo Bradford comprado en Sigma-Aldrich
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Determinacion de AzUcares reductores (método de Somogy (1952) - Nelson (1944))

Se prepararon los reactivos de Somogy y Nelson, el estdndar de Glucosa (1g/L) que
representard a los azlcares reductores y los reactivos para desproteinizar en forma alcalina a
las muestras.

Para la curva estandar se diluyo la glucosa en 1/10 y se prepar6 una curva estandar de
azucares reductores (0 a 1000 pg/mL) por triplicado, cuyos valores fueron leidos en un
espectrofotdmetro a 540 nm.

Las muestras son previamente desproteinizadas, utilizando 1.0 mL del extracto madre
de pulpa de “mito” maduro e inmaduro, y al cual se le agrega 1.0 mL de sulfato de zinc, 1,0
mL de sulfato de bario y luego 7.0 mL de agua para inyeccion, en cada caso se agita por 1
minuto en vortex y luego se deja reposar por 15 minutos para centrifugar a 5000 rpm/ 5 min.
Figura 2

Curva de azlcares reductores (método Somogy-Nelson).

O. 45m Y (ST I P SN X Y R TR | 7. 11 L "j“‘“ T ""f" 2 W 1 K3 S U XU W |
0.40000 ]y =0-0004x |- » |
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~— 0.25000 -

=
£ 0.20000
L2
6 0.15000 +———F
n

£

< 0.10000 +

0.05000

0.00000 ¢~ — e

0 200 400 600 80 1000 1200
pg Azicares Reductores/mL

o s |
|

Nota: Elaboracion propia. Se utiliz6 para el calculo en muestras. Lectura 540 nm.
Determinacion de Glucosa (método Enzimatico GLUCOSA GOD FS¥*)
Se utilizo el kit enzimatico de los laboratorios Diagnostic Systems GmbH, del cual

se utilizo el reactivo R y se prepar6 un stock de glucosa 600 mg/dL (D+Glucosa anhidra,
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PM=180.16, Merck), con el cual se hizo una curva estandar (por triplicado) en un rango de 0
a 600 mg/dL, se utiliz6 10 pL de cada estandar y se le agreg6 1.0 mL del reactivo R. Se
incubo a medio ambiente por 20 minutos y se ley6 a 500 nm. Los resultados generaron la
curva de la figura 3, con la siguiente formula y = 0.0034x y un Rz = 0.9993, la cual fue
utilizada en la cuantificacion de los extractos.

Figura 3

Curva estandar de glucosa.
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Nota: Elaboracion propia. En un rango de 0 a 600 mg/dL. Se utilizé para el calculo de
muestras. Lectura 500 nm.
Polifenoles totales (PFT) (Método de Singleton & Rossi,1965)
Curva de Acido Galico para Fenoles Totales (PFT)

Se prepar0 la curva de acido galico (AG)(PM=170.12, 98.7% Sigma-Aldrich) a
partir de un stock de 0.2 g/L, cuyas concentraciones fueronde 1, 2, 3.2,4,4.8,5.6,6.4y 8

pHg/mL y se les trato igual que las muestras. Lectura a 750 nm en lector de microplacas.
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Figura 4

Curva de acido galico expresada en pg &cido galico/mL.
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Nota: Elaboracion propia. Cuyas absorbancias fueron leidas a 750 nm, en el lector de
microplacas: Accuris SmartReader 96, modelos MR9600.
Determinacion del contenido polifendlico totales (TPC)

Para el contenido de polifenoles totales (TPC) se adapté y estandarizé el método
colorimétricamente utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) (2N, Sigma-Aldrich),
segun Singleton & Rossi, (1965), para su lectura en microplacas (Accuris SmartReader 96,
modelos MR9600). Se tom6 una alicuota de 20 pL de la solucidn de extracto madre a un tubo
de vidrio, se le agrega 100 pL de FC (1N, diluido 1:5) reposar 5 min y luego agregarle 80 pL
de Na,COj3 (7.5%)(PM= 105.99, 99.5%, Sigma-Aldrich), se agit6 y se prosiguio con la
reaccién en oscuridad por 100 minutos, después del cual se leyd la absorbancia a 750 nm en
el lector de microplacas y se utilizé la siguiente formula y = 0.2054x extraida de la curva de
calibracion de acido galico (A), para las muestras acuosas y la formula y = 0.1984x, extraida

de la curva de calibracion de acido galico (B), para las muestras etanol:agua (70:30). Los
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resultados se expresaron como Fenoles Totales (g Acido Galico/g Extracto M.S) (ug &cido
galico por gramo de extracto materia seca). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
Determinacion de la capacidad de radicales libres

Ensayo de la Actividad Antioxidante por DPPH

Para evaluar la actividad antioxidante a través de la captacion de radicales (CRL), se
estandarizo el método reportado por Kedare, & Singh, (2011). Se prepar6 una solucion de
DPPH 0.1mM en etanol 96%, la cual se agito /40 min, para su completa dilucion (mantenerse
en oscuridad y prepararse antes de su uso). Luego se prepard el siguiente coctel en una cubeta
de cuarzo: 1.0 mL de DPPH 0.1mM.+50 uL del extracto deshidrato de pulpa (equivalente a 4
mg). Se anoto la absorbancia del DPPH antes de agregar la muestra (tiempo cero = to) y luego
se anotaro la lectura a los 30 min (tiempo final = tf) a 517 nm. Los valores del porcentaje de
Captacion de Radicales Libres (CRL;) se obtuvieron con la siguiente ecuacion:

CRL; (%) =[1 —Ad/Aq] x 100
Donde: A/Aq= Absorbancia del extracto de mito y la solucion DPPH en el tiempo de
reaccion to Y t3g min
Curva de DPPH.

Para obtener la concentracién real de DPPH (PM = 394 g/mol, 95%, Sigma-Aldrich)
se construyd una curva de calibracién en el rango de 0 a 300 UM, en etanol 96% (PM =46.05;
99.5%, Sigma Aldrich). Se utilizd como blanco, etanol 96%. Lectura fue a 517 nm. La figura
5 nos muestra la curva obtenida con la ecuacion y = 0.2909 con un R? = 0.9985 para
asegurarnos que las concentraciones de DPPH utilizada en nuestro experimento siguen una
constante lineal a medida que aumentamos la concentracion del DPPH.

Figura 5

Curva de calibracion de DPPH, lecturas registradas a 517 nm.
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Absorbancia (517 nm)

1 15 2 25
[DPPH] pg/mL

Nota: Elaboracion propia.

Curva de Acido Ascorbico para DPPH

Se prepar6 una solucion stock con 25 mg de &cido ascorbico (P.M.= 176.13, 99.0%,
CDH= Central Drug House) en alcohol etilico al 96% de 0.83, 1.67, 2.5, 3.33, 4.17, 5.0, 5.83,
6.67, 7.5y 8.33 pg/mL. Blanco con etanol 96%. Lectura fue a 517 nm.
Figura 6
Curva de calibracion equivalente a Acido Ascorbico para DPPH (AAEC-DPPH), lecturas
registradas a 517 nm. A) Absorbancia vs. Concentracion AA, B) Porcentaje de captura de

radicales libres del AA por el DPPH.
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Nota. Elaboracion propia.
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Curva de TROLOX para DPPH

Se preparo una solucion stock de 5 mM de trolox (PM = 250.29 g/mol, 97%, Sigma-Aldrich)
en etanol 96%. Esta se diluy6 1:5 y se prepar6 una curva de calibracion con concentraciones
de 20, 60, 80, 100, 120 y 140 uM. Blanco con etanol 96%. Lectura fue a 517 nm.

Figura 7

Curva de calibracién equivalente a TROLOX para DPPH (TroloxEC-DPPH), lecturas

registradas a 517 nm
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Nota. Elaboracion propia.

Andlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), el
analisis de regresion y correlacion de Pearson, usando el software estadistico R. Para analizar
la distribucion de los datos de cada variable se utilizo la Prueba de Kolgomorov, Anderson
Darling y Shapiro-Wilk. Los datos que presentaron diferencias estadisticas, o sea que
tuvieron un p<0,05 y/o p<0,01, se les aplicé la prueba T de Student. La prueba no
paramétrica de Mann-Whitney (p<0.05) y el coeficiente de correlacion de Pearson se utiliz6
en el analisis bivariado. Para el analisis multivariado se utilizé el modelo de regresion lineal

maultiple.
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2. RESULTADOS

En la tabla 2 se muestra los promedios de todas las caracteristicas fisicas evaluadas,
tanto de los frutos maduros e inmaduros, los cuales guardaron homogeneidad. Asi mismo, la
figura 9 nos muestra la distribucion de algunas caracteristicas fisicas de los frutos de mito
maduro, mostrandonos lamedia (), el limite superior (------ ) y limite inferior (------ ),
de su distribucion, para asegurarnos la homogeineidad de la muestra.

Frutos cuya longitud fluctan entre 12.44 — 13.42 cm, con un didmetro entre 21.98 —
24.24 cm, sin diferencias significativas entre maduros e inmaduros y con un peso total 254.07
g frutos maduros y 272.5 g frutos inmaduros con una diferencia de p<0.5.
Los frutos cuya longitud fluctdan entre 12.44 — 13.42 cm, con un didmetro entre 21.98 —
24.24 cm, sin diferencias significativas entre maduros e inmaduros y con un peso total 254.07
g frutos maduros y 272.5 g frutos inmaduros con una diferencia de p<0.5.
Tabla 2
Promedio de las caracteristicas de los frutos Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito),

Maduros (M) e Inmaduros (1).

lo:;:t::idi?: al d:::l:tll: Peso Total Cg:cs:ra Pesode Pesode Nimero A;‘;ﬁ;m
(cm) (cm) (g) @® pulpa (g) semilla (g) de semilla semilla
Promedio 12.93 22.67 254.07 112.06 10483  35.26 139.50  rugosa FRUTOS
SIDEVP 0.49 0.69 17.72 9.11 11.84 1.57 10.15 MADUROS
Limite mayor 13.42 2336 271.79 121.17 11667  36.83 149,65 . (FDMito)
Limite menor 12.44 2198 236.34 10295 9299 33.69 129.35 8
Promedio 13.09 2333 272.50 11750 11497 3528 146.20 rueosa
, e - - FRUTOS
STDEVP 0.40 0.91 26.77 9.82 18.80 4.87 6.88 INMADUROS
Limite mavor 13.45 2424 299.27 12732 13377 40.15 153.08 . .
- (FIMito)

Limite menor 12.69 22.42 245.73 10769 9617 3041 139.32

Figura 8
Distribucién de los caracteristicas de los frutos de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC

(mito), maduros e inmaduros obtenidos después de seguir el protocolo de desinfeccion.
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Nota. Elaboracién propia en base a la data recogida y almacenada en nuestra base de datos.
Luego de la homogeneidad de la muestra (frutos de mito), se sigui6 el protocolo del

Anexo 1, para obtener los extractos de pulpa, de cada fruto, con dos solventes: agua (extracto

acuoso) y etanol:agua en una proporcion de 70:30 (extracto etandlico 70%), siendo estas las

unidades de analisis.
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3.1 Proteinas solubles (Método de Bradford, 1976)

Después de comprobar que nuestro reactivo de Bradford preparado en el LBBM con
la ecuacién y=0.0063x, con un R*= 0.9951 y margen de error en las repeticiones < 0.1%,
frente al reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich), se procedio a evaluar todos las muestras
obteniéndose los resultados mostrados en la figura 9, donde podemos observar que el extracto
acuoso de pulpas de frutos maduros presentaron la mayor concentracion de proteinas solubles
(5.73 mg Proteina/g Extracto M.S.), con una diferencia de p<0.01, no encontrdndose
diferencias significativas entre los otros extractos y estado de madures.
Figura 9
Valores Promedios de Proteinas (mg Prt/g extracto M.S.) de todos los extractos de pulpa de

mito maduros e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito).
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Rdiioes Tka) Maduro 5.73 1.22 6.95 4,51
Inmaduro 2.40 1.01 3.41 1.39
Maduro 2.40 0.78 3.18 1.62
Etandlico 70% (mit
AOORED 0% ()| s 2.64 0.82 3.46 1.82

Nota. Elaboracidn a partir de la data de datos que se obtuvo de las determinaciones.
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3.2 Azucares reductores (Método de Somogy (1952) - Nelson (1944))

A todos los extractos se les cuantifico la cantidad de azUcares reductores,

encontrandose que hay diferencia significativa (p<0.5) entre los tipos de solvente (ver figura

10), asi los extractos acuosos contienen mayor concentracion de azucares reductores que los

etandlicos, sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre los estados de

madures.

Figura 10

Valores Promedios de azlcares reductores (mg AR/g extracto M.S.) de todos los extractos de

pulpa de mito maduros e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito).
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Acuoso (mito) Etandlico 70% (mito)
mg Azucares Reductores/g —_— oy .
Extracto Estado extracto M.S. STDEV.P Limite alto Limite bajo
Maduro 149.04 16.89 165.93 132.15
Acuoso

Inmaduro 133.01 19.57 152.58 113.44
Maduro 15.56

Etandlico 70% 114.31 129.87 98.75
Inmaduro 114.86 6.55 121.41 108.31

3.3  Glucosa (Método enzimatico)

Todos los extractos fueron evaluados, observandose que la concentracion de glucosa

fue mayor en el extracto acuoso de los frutos inmaduros (127.83 g Glu/g Extracto M.S.), y
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menor en el extracto acuoso de los frutos maduros (64.54 g Glu/g Extracto M.S.), con una
diferencia significativa p<0.01. Sin embargo, en los extractos etandlicos, los frutos maduros
alcanzaron niveles de 113.01 g Glu/g Extracto M.S., mientras que los niveles en los frutos
inmaduros fue de 94.03 g Glu/g Extracto M.S.)

Figura 11

Valores Promedios de glucosa (mg Glu/g extracto M.S.) de todos los extractos de pulpa de

mito maduros e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito).
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Extracto Estado mgGlucosa/gextracto M.S. STDEV.P Limite alto Limite bajo
Acuoso (mito) Maduro 64.54 12.20 76.74 52.34
Inmaduro 127.83 33.3 161.14 94,52
_ "
Etanolfco G Maduro 113.01 33.80 146.91 79.11
(mito)
Inmaduro 94.03 35.20 129.23 58.83

Nota: Elaboracion propia
34 Polifenoles totales (PFT) (Método de Singleton & Rossi,1965)
En la figura 12 se puede observar que la concentracion de fenoles totales fue
significativamente mayor (p<0.05) en la pulpa inmadura del extracto acuoso de mito
(1,201.86 pg Eq. AG/g de extracto M.S.) y de papaya (181.33 ug Eq. AG/g de extracto

M.S.), sin embargo, se puede apreciar que la diferencia entre ambos estados de madures en
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ambos géneros son muy altas (p<0.001). También podemos observar que no existe
diferencias significativas entre los estados de madures de los extractos etanolicos, aunque si
hay diferencias significativas (p<0.05) entre los géneros, asi, mito tiene entre 401.86 — 386.20
ug Eq. AG/g de extracto M.S, mientras que papaya tiene entre 119.01 — 91.18 ug Eq. AG/g
de extracto M.S.

Figura 12

Valores promedios de Fenoles totales (g Acido Galico/g Extracto M.S) en todos los
extractos de pulpa de mito maduros e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC

(mito) y de Carica papaya L. (papaya).
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Nota: Elaboracion propia.
35 Determinacion de la capacidad de radicales libres
3.5.1 Capacidad Antioxidante por DPPH utilizando como equivalente Acido Ascorbico
Se evaluaron las muestras de extracto, utilizando la curva de calibracién equivalente
a Acido Ascorbico para DPPH (AAEC-DPPH) (figura 6), mediante la cual se pudo calcular

el porcentaje de captacion de radicales libres de los extractos por el DPPH, utilizando como
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equivalente al &cido ascorbico. Los resultados de la figura 13, nos muestra que la mayor
capacidad de captacion fue de los extractos inmaduros acuosos de la pulpa de mito (91.02%)
y la menor captacion fue de los extractos inmaduros etanélicos de pulpa de mito (47.95%).
Figura 13

Porcentaje promedio de la captura de radicales de los extractos de la pulpa de Vasconcellea
candicans A. Gray A.DC (mito), utilizando la ecuacion de curva de calibracion de

equivalente a Acido Ascorbico para DPPH (AAEC-DPPH).
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(mito) Inmaduro 47.95 4.05 52.00 43.90

Nota: Elaboracion propia.

En la figura 14, se observa que el Coeficiente de inhibicion (IC50) calculado desde
la ecuacion de regresion (figura 6, B), nos indica la concentracion de extracto necesario para
inhibir el 50% de la captura del radical por DPPH, asi de los extractos de pulpa inmadura
acuosa de mito se requiere 0.65 mg. Eq. AA/mL/g extracto M.S. siendo las mas altas,

mientras que de los extractos de pulpa de mito inmaduros etandlicos, se requiere 0.13 mg. Eq
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AA/mL/g extracto M.S.) para inhibir el 50% de la captura del radical por DPPH, valor méas
bajo.

Figura 14

Promedio de los coeficientes de inhibicion (IC50) de los extractos de pulpa de mito maduros
e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito).
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ICs0 [mg Equivalente a Acido
Ascérbico]/mL/g Extracto M.S.

Maduro 0.40 0.17 0.53 0.25

Extracto Estado STDEV.P Limite alto Limite bajo

Acuoso (mito)
Inmaduro 0.71 0.05 0.70 0.60

Etandlico70% Maduro 0.22 0.02 0.25 0.21
(mito) Inmaduro 0.11 0.05 0.17 0.09

Nota: Elaboracion propia.
3.5.2 Capacidad Antioxidante por DPPH utilizando como equivalente Trolox (T),
Se evaluaron las muestras de extracto, utilizando la curva de calibracidn equivalente
a Trolox para DPPH (TEC-DPPH) (figura 7), mediante la cual se pudo calcular el porcentaje
de captacidn de radicales libres de los extractos por el DPPH, utilizando como equivalente al
trolox. Los resultados de la figura 15, nos muestra que la mayor capacidad de captacion fue
de los extractos maduros etandlico de la pulpa de mito (89.7%) y la menor captacion fue de

los extractos inmaduros acuoso de pulpa de mito (21.2%). En ambos casos estos valores
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fueron superior a los encontrados en extractos de pulpa de papaya, 83.7% (p<0.05) y 11.9%

(p<0.01) respectivamente.

Figura 15

Porcentaje promedio de la captura de radicales de las muestra de los extractos de pulpa

maduros e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito) y de Carica papaya

L. (papaya), utilizando la ecuacion de la curva de calibracion equivalente a Trolox para

DPPH (TEC-DPPH).
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Nota: Elaboracion propia.

En la figura 16, se observa que el Coeficiente de inhibicion (IC50) calculado desde

la ecuacion de regresion (figura 7, B), nos indica la concentracion de extracto de mito y de
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papaya necesario para inhibir el 50% de la captura del radical por DPPH. Asi, los extractos de

pulpa madura etanolica de mito requiere 18.2 mg. Eq. T/g extracto M.S. siendo las mas altas,

mientras que los extractos de pulpa de mito inmaduros etanolicos, se requiere 1.4 mg. Eq T/g

extracto M.S.) para inhibir el 50% de la captura del radical por DPPH, siendo las mas bajas.

En los extractos de papaya los valores respectivos fueron de 8.6 y 1.2 mg. Eq. T/g. extracto

M.S, siendo estos més bajos que para la pulpa de mito.

Figura 16

Promedio de los coeficientes de inhibicion (IC50) de todos los extractos de pulpa de mito

maduros e inmaduro de Vasconcellea candicans (A. Gray) A. DC (mito) y de Carica papaya

L. (papaya).
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extracto M.S.)
Maduro 5.2 0.50 5.70 4.70
Acuoso (mito)
Inmaduro 2.2 0.80 3.00 1.40
Etandlico 70% Maduro 9.3 0.50 9.80 8.80
(mito) Inmaduro 8.3 0.90 9.20 7.40
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(papayg_) Inmaduro 7.6 0.60 8.20 7.00

Nota: Elaboracion propia.
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3. DISCUSION DE RESULTADOS

Esta investigacion tenia como objetivo principal evaluar la capacidad antioxidante
de la pulpa de Vasconcellea candicans A.Gray A. DC (mito), para saber si sus biometabolitos
secundarios aporten antioxidantes para proteger la oxidacion, ya que estos tienen la capacidad
de neutralizar los radicales libres (Addai y col., 2016; Ashgar y col., 2016). Para ello
preparamos dos tipos de extractos: uno acuoso que es el mas comun en la alimentacion y el
otro etanolico (etanol:agua (70:30)).

Los extractos evaluados contienen biometabolitos primarios como glucosa, azlcares
reductores, proteinas y biometabolitos secundarios como los fenoles totales y difieren segun
el tipo de extraccidn. Asi, la concentracion de glucosa frente a la concentracion de fenoles
presentan una correlacion lineal en los extractos acuosos, siendo de 87% (maduros) y 91 %
(inmaduros) mientras que en los extractos etanolicos la correlacion lineal fue de 71%
(maduros) y de 79% (inmaduros), siendo mayores en los frutos inmaduros (Anexo 2). Por
otro lado, los azucares reductores también presentaron una correlacion lineal positiva con la
concentracion de fenoles (Anexo 3), asi en los frutos del extracto acuoso fue de 83%
(maduros) y 88% (inmaduros), mientras que en el extracto etandlico fue de 96.5% (maduros),
encontrandose una correlacion polinomial de 88.8% en los frutos inmaduros (Anexo 3).

Los resultados anteriores tiene relacion con los encontrado por Boss et al., (1996),
Alvarez-Herrera et al., (2009) y Serrano (2014) quienes afirman que durante el desarrollo de
los frutos la concentracidn de glucosa y fructosa se incrementa en forma paralela a las
antiocianinas, a lo cual, Boss et al., (1996) y Serrano (2014) sugieren que estos
biometabdlitos primarios (glucosa, fructosa, sacarosa) son iniciadores y reguladores de la
sintesis de biometabolitos secundarios como las antocianinas, y que segiin Camacho et al.,
(2015) estas presentan una correlacion positiva con respecto a la concentracion de fenoles,

actuando en forma sinérgica frente a la capacidad antioxidante.
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En cuanto a las proteinas solubles en los extractos, asumimos que las cuantificadas
en los extractos acuosos son albuminas y las del extracto etandlico al 70% son principalmente
del grupo de las prolaminas, por el extractante utilizado segin Osborne (1924). Al
correlacionar linealmente las proteinas solubles de las pulpas de mito con la concentracion de
fenoles, encontramos que en extractos acuoso estas eran de 90% (maduros) y 81%
(inmaduros); mientras que en extractos etandlicos estas fueron de 56% (maduros) y 86.5%
(inmaduros) y aunque la concentracion de proteinas en las frutas es muy pequefia, estas
pueden contribuir con la dieta del hombre, asi podemos decir que 100 g de pulpa de papaya
contribuye con 0.6 g de proteinas (Farhan Saeed et al., 2014), mientras que 100 g de extracto
acuoso M.S. de pulpa de mito puede contribuir con 0.57 g de proteinas solubles (convertidos
de 5.73 mg de proteinas/g extracto pulpa mito M.S.), segin nuestros resultados.

Por otro lado, la concentracion de fenoles en estado fresco concuerda con los
encontrados por Auquifiivin & Paucar (2020) en la “papayita de monte” (Carica pubescens
Lenné & K. Koch), quienes reportan para la pulpa fresca una media de 1.43+0.02 mg AGE/g
muestra, lo cual en forma general concuerda con nuestros datos para V. candica “mito”
(1.201 mg Equivalentes a Acido Galico (EAG)/g Extracto Acuoso M.S en el estado
inmaduro, y 0.902 mg Equivalentes a Acido Gélico (EAG)/g Extracto Acuoso M.S en estado
maduro). Mientras que, Morocho (2017) encuentra en Vasconcellea x heilbornii que la
concentracion de polifenoles fluctiia entre 7.26 a 8.54 mg Equivalentes a Acido Gélico
(EAG)/g fruto inmaduro y entre 9.19 a 10.39 mg Equivalentes a Acido Gélico (EAG)/g fruto
maduro, indicando que esta fluctuacion no solo se debe al estado de madures, sino a la regién
de donde fueron cosechados los frutos, concluyendo que no so6lo influye el método de
extraccion e incluso las condiciones del cultivo de las frutas.

Utilizando dos tipos de solventes para evaluar fenoles totales en V. candica “mito”,

encontramos diferencias significativas (p<0.05) entre los solventes agua y etanol 70%, asi, en
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los extractos etanolicos son menores en los extractos acuosos, pero sin diferencias
significativas entre el estado de madures en estos Ultimos. Esto puede deberse a la polaridad
del extractante y de los polifenoles que esta influenciado por la cadena carbonada y/o grupo
polar en su estructura (Hernandez-Madrigal et al., 2020). En nuestro estudio el mejor solvente
para cuantificar los fenoles totales de la pulpa de mito ha sido el acuoso, por lo que creemos
que deben tener fenoles mas polares ya que se han solubilizado mejor en el agua, lo cual se
observo al correlacionar la concentracion de Fenoles totales con biometabolitos primarios
como glucosa (Anexo 1), azUcares reductores (Anexo 2) y proteinas solubles (Anexo 3).

Al evaluar la capacidad antioxidante de la pulpa de mito segun el extractante y
estado de madures, encontramos que el porcentaje (%) de Captacion de radicales libres 0 %
de inhibicion Equivalente a Acido Ascorbico por DPPH a los 30 min, con un p<0.05, para los
extractos de pulpas acuosas fue mayor (inmaduras 91.02% y maduras 64.38%) que para los
extractos de pulpas etandlicas al 70% (inmaduras 47.95% y maduras 51.25%), lo que nos
demuestra que el estado de madures y el solvente de extraccion influyen en la evaluacién de
este parametro. Morocho, (2017) al estudiar a Vasconcellea x heilbornii encontré que la
capacidad antioxidante en los frutos maduros de diferentes regiones varia entre 27.45 a 60 %
y en los frutos inmaduros esta capacidad varia entre 75.10 a 79.02%, no encontrandose una
correlacion con la concentracion de fenoles totales, lo que nos indica que el lugar de
procedencia de las muestras también influyen.

Por otro lado, la capacidad antioxidante de la pulpa de Vasconcellea candica “mito”
expresada como % Captacion de radicales libres Equivalente a Trolox por DPPH a los 30 min
y con un p<0.05, fue mayor en las pulpas etanolicas (maduras 89,7% e inmaduras 80.6% sin
diferencias significativas entre ellas) frente a las pulpas acuosas (maduras 50.4% e inmaduras
21.2%, con diferencias significativas), lo cual nos indica que este estandar (Trolox) refleja la

presencia de los antioxidantes en soluciones hidroalcoholicas como el etanol al 70%, en
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mayor proporcion que las soluciones acuosas, dado que como lo demuestra Aguedo, et al.,
(2008), la composicidon de los extractos varian segun la polaridad y el tiempo de extraccion.
Cuando comparamos la capacidad antioxidante de mito frente a la de papaya, se observa que
hay diferencia significativa (p<0.05) s6lo con respecto al estado inmaduro acuoso que solo
alcanzo el 11.9%.

La concentracion media inhibitoria (ICso) de la pulpa de Vasconcellea candica
“mito” con el equivalente a Acido Ascorbico es mayor en los extractos acuosos, dado que se
requiere 0.40 mg Eq a AA/mL/g extracto maduro M.S. y 0.71 mg Eq a AA/mL/g extracto
maduro M.S., mientras que para los extractos etandlicos al 70% se requiere 0.22 mg Eq a
AA/mL/g extracto maduro M.S. y 0.11 mg Eq a AA/mL/g extracto inmaduro M.S.; estos
datos difieren de los encontrados por Correa (2020), quien evaluando el extracto
hidroalcohodlico al 80% de Vasconcellea x heilbornii (babaco) encontrd que, el coeficiente de
inhibicion para reducir en 50% la concentracion del radical DPPH al 0.1mM (ICsp) fue de
0.315 mg/ml extracto, equivalente a los 0,44mM del Acido Ascorbico (vitamina C).

Mientras que ICsq con el equivalente a Trolox es mayor en los extractos etandlicos
donde se requiere 9.3 mg Eq a Trolox/mL/g extracto maduro M.S. y 8.3 mg Eq a
Trolox/mL/g extracto maduro M.S., para inhibir el 50% de los radicales libres de DPPH
(0.2mM), siendo menores en los extractos acuosos; al comparar estos datos con los que
encontramos en papaya, se observé que no hubo diferencias significativos entre ellos, dado
que los valores mayores de ICsq en papaya son también para el extracto etan6lico 70% (8.6
mg Eqg a Trolox/mL/g extracto maduro M.S. y 7.6 mg Eq a Trolox/mL/g extracto maduro
M.S.) y menores para los extractos acuosos.

No encontramos correlacion de los datos de concentracion de fenoles totales,

capacidad antioxidante y concentracion media inhibitoria (ICsp).



4. CONCLUSIONES
Al evaluar a los biometabolitos primarios de la pulpa de Vasconcellea candicans A.
Gray A.DC (mito) encontramos que:
Las proteinas solubles son mayores en el extracto acuoso del estado maduro.
Los azucares reductores son mayores en los extractos acuosos en ambos estados de
madures.
La glucosa es mayor en el estado inmaduro acuoso con respecto al maduro y a los
obtenidos en el extracto etandlico.
Los polifenosles totales de la pulpa de mito son mayores en el extracto acuoso con
respecto a los extractos etanolicos 70%, y con los extractos de Carica papaya L.
La capacidad antioxidante y el IC50 de la pulpa de mito fue la siguiente:
Con equivalencia al &cido ascorbico (AAEC-DPPH) fue mayor en los extractos
acuosos (maduro 64.38% e inmaduro 91.02%), teniendo un IC50 de 0.71 mg
EAC/mL/mg Extracto M.S, para el extracto inmaduro acuoso.
Con equivalencia al Trolox (TEC-DPPH) fue mayor en los extractos etanélicos
(89.7% maduros y 80.6% inmaduros), teniendo un 1C50 de 9.3 mg ET/mL/mg
Extracto M.S, para el extracto maduro etandlico.
AL comparar la capacidad antioxidante de mito y papaya (Carica papaya L.) con
trolox (TEC-DPPH) esté fue significativamente mayor para el extracto etandlico.
No encontramos correlacion entre la concentracion de fenoles totales, la capacidad

antioxidante y el estado de madures de la pulpa de mito.



37

5. RECOMENDACIONES
Identificar los principales grupos de compuestos que estarian presentes en los fenoles

totales.
Medir la capacidad antioxidante mediante otros métodos quimicos.

Medir la capacidad antioxidante con frutas que rapidamente se oxidan en contacto con el

oxigeno del aire.
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7. ANEXOS
Anexo 1
Protocolo que seguimos para hacer los extractos acuoso y etanol:agua (70:30) de las pulpas

de “mito” maduras e inmaduras.

Muestra trozada (20 g) Solvente (100 mL):
1) Pulpa MITO madura o 1) agua para inyeccion o
2) Pulpa MITO inmadura 2) etanol 70 + agua 30

"~

 onl
&l

1. Homogeneizardentro de un erlenmeyer

2. |Iniciar la extraccion, en un agitador orbital a
180 rpm por 3 horas.

3. Guardar en refrigeracion (no frost) por 15 dias.

4. Filtrar con gasa estéril triple capa o centrifugar
a 8000 rpm/10 min

B 1. Medir volumen.

: agazo o . 2. Separa 20 mL y colocar en placas para
:;':;Ti:)it:s(enoms Precipitado . deshidratar (Extraccidn deshidratada). Se
P Filtrado o re-suspendioen 2ml de su solvente

extractante.
Sobrenadante || , EroecrCoARA on acuotas

(Extraccién madre).

Guardar a-20°C

Guardar a-20°C
para posteriores
analisis

=t &
- ' ! | Guardara-20C |
Y o b g para posteriores |
' Extracto m = ‘Jmi'm__‘
Extracto deshidratado re- deshidratado Extracto madre
suspendido en su solvente

Nota: Elaboracién propia. Este procedimiento se realiz6 con las 10 muestras maduras y 10

muestras inmaduras que fueron seleccionadas y estaban dentro o cerca de los limites de
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Correlacion entre los valores de mg Fenoles totales vs mg de Glucosa en los diferentes

extractos, segun solvente y estado de madures.
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Nota: Elaboracion propia
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Correlacion entre los valores de mg Fenoles totales vs mg de Azlcares Reductores en los

diferentes extractos, segun solvente y estado de madures.
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Correlacion entre los valores de mg Fenoles totales vs mg de Proteinas Solubles en los

diferentes extractos, segun solvente y estado de madures.
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Anexo 5

Capacidad antioxidante de Vasconcella candica (mito) frente a Carica papaya L., utilizando

platano de seda (Musa paradisiaca L.)

Tiempo =0 min
Temperatura
ambiente= 18°C

Tiempo = 40 min
Temperatura
ambiente = 18°C
las de afueray 8°C
las del interior (en
refrigeracion.

Tiempo = 120 min
Temperatura
ambiente = 18°C
las de afueray 8°C
las del interior (en
refrigeracion.

Nota: Elaboracion propia. Para la preparacion del jugo de platano se utiliz6 agua de cafio a
temperatura ambiente y luego una muestra de cada jugo se dejé a medio ambiente (18°C) y la
otra se coloco en refrigeracion (8°C) por 120 min. Observandose que el jugo de mito-platano
se conserva mejor en refrigeracion que el jugo de papaya-platano durante las 2 horas.
También se observa que en cualquiera de las dos temperaturas y por el tiempo de dos horas el

jugo de mito-platano es una mezcla homogénea, no observandose separacion de fases como

en el caso del jugo de papaya-platano.


https://es.wikipedia.org/wiki/Carlos_Linneo

