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RESUMEN EJECUTIVO

Considerando el creciente interés en el aprovechamiento de desechos agricolas, la cascara
de pifa destaca como una fuente rica en compuestos bioactivos. La necesidad de sustituir
antioxidantes y antiinflamatorios sintéticos, asociados a riesgos de salud, resalta la
importancia de explorar fuentes naturales. Ademas, la evaluacion de la vida dtil es crucial

para garantizar la estabilidad y eficacia del extracto en el tiempo.

Se inicid con la extraccion utilizando etanol y agua destilada como solventes en diferentes
proporciones. La concentracion de polifenoles se determin6 mediante el método de Folin-
Ciocalteu, demostrando que el tratamiento con etanol fue el més eficiente. La evaluacion
de flavonoides totales se realiz6 al extracto con mayor concentracion de polifenoles
mediante el método colorimétrico de cloruro de aluminio. Ademas, el anélisis de la
actividad antioxidante se ejecutd mediante el ensayo DPPH resultando en un porcentaje
de inhibicion de 52.27 por ciento. También se realiz6 el analisis de la actividad
antiinflamatoria mediante el ensayo de desnaturalizacién de la albdmina de huevo,
revelando porcentajes significativos inhibicion de la desnaturalizacién, siendo este del
73.15 por ciento. La estabilidad se analizd durante un mes y revel6 un leve aumento en el

pH y variacion en la humedad, confirmando la robustez del extracto.

Este estudio proporciona informacién valiosa sobre la vida Util de un extracto de cascara
de pifia, destacando su potencial como fuente natural de antioxidantes y antiinflamatorios.
Mismo que contribuye a la expansion del conocimiento sobre el aprovechamiento de

subproductos agricolas y la busqueda de soluciones naturales para desafios de salud.

Palabras Clave: Biotecnologia vegetal, gestion de residuos, actividad antioxidante,

actividad antiinflamatoria, compuestos bioactivos, cascara de pifia.

Xiv



ABSTRACT

Considering the growing interest in the utilization of agricultural waste, pineapple peel
stands out as a rich source of bioactive compounds. The need to replace synthetic
antioxidants and anti-inflammatories, associated with health risks, emphasizes the
importance of exploring natural sources. Additionally, the assessment of shelf life is

crucial to ensure the stability and efficacy of the extract over time.

The extraction process began using ethanol and distilled water as solvents in different
proportions. The concentration of polyphenols was determined using the Folin-Ciocalteu
method, demonstrating that the ethanol treatment was the most efficient. Total flavonoid
evaluation was performed on the extract with the highest polyphenol concentration using
the colorimetric method of aluminum chloride. Furthermore, the analysis of antioxidant
activity was conducted through the DPPH assay, resulting in an inhibition percentage of
52.27 percent. The analysis of anti-inflammatory activity was also carried out using the
egg albumin denaturation assay, revealing significant percentages of denaturation
inhibition, reaching 73.15 percent. Stability was analyzed over a month and showed a

slight increase in pH and variation in humidity, confirming the robustness of the extract.

This study provides valuable information on the shelf life of pineapple peel extract,
highlighting its potential as a natural source of antioxidants and anti-inflammatories. This
contributes to the expansion of knowledge on the utilization of agricultural by-products

and the search for natural solutions to health challenges.

Keywords: Plant biotechnology, waste management, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, bioactive compounds, pineapple peel.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Justificacion

La reutilizacion de desechos se ha convertido en un desafio importante a nivel
mundial, ya que representa problemas socioeconémicos y ambientales de bajo
valor industrial (Nath et al., 2023). Lourenco et al., (2021), ha demostrado que la
cascara de ciertas frutas como la pifia, contiene una concentracién de compuestos
bioactivos mayor que la parte comestible, lo que ha generado un creciente interés
por la bioconversion de residuos de frutas. En base a esto, el presente estudio se
enfoca en evaluar la vida util de un extracto procedente de la cascara de pifia,
enfocandose en sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Ajayi et al.,
2022).

En los ultimos afios, Ecuador se ha convertido en uno de los principales
productores de pifia en América Latina y gracias a sus propiedades nutritivas y
medicinales, su demanda en la industria ha aumentado significativamente (Nath
et al., 2023). Como consecuencia, se ha generado una gran cantidad de residuos
propensos al deterioro microbiano, puesto que contienen un alto porcentaje de
lipidos, azlcar, vitaminas, alouminas y humedad (Aili Hamzah et al., 2021). El
uso de vertederos, la incineracion, el compostaje, etc., son algunos de los métodos
mas utilizados para la gestion de estos desechos, sin embargo, la mayoria son
costosos y tienden a contaminar el ambiente puesto que contribuyen con las

emisiones de gases de efecto invernadero (Erb & Kliebenstein, 2020).



Si bien los antioxidantes y antiinflamatorios sintéticos son ampliamente empleados
en la industria debido a su estabilidad, se ha demostrado que su exceso puede
aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas y ciertos tipos de cancer
(Serafini et al., 2020). Y aungue se han llevado a cabo varias investigaciones
acerca de la extraccién y aprovechamiento de estos metabolitos, aln es necesario
profundizar en aquellos presentes en los residuos y su potencial en la industria
(Lourenco et al., 2021).

1.1.2. Principales caracteristicas de la pifia (Ananas comosus)

Descripcion taxonomica de la pifia segin (George et al., 2023):

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Bromeliaceae
Género: Ananas

Especie: comosus

La pifia, es un fruta tropical ampliamente apreciada por su aroma y sabor Unicos
(Aili Hamzah et al., 2021). Gracias a esto, se ha convertido en uno de los
principales focos de exportacion a nivel mundial después del platano y el mango.

Siendo la variedad “Ananas comosus” la mas comercializada debido a su



versatilidad tanto para consumo directo como para procesamiento industrial
(Campos et al., 2020).

A nivel mundial, cuenta con una superficie total cultivada de 1.02 millones de
hectareas con una produccion global de 24.8 millones de toneladas por afio, dando
como resultado grandes cantidades de subproductos, que en la mayoria de los
casos son desechados como residuos (Azevedo et al.,, 2021). Ecuador,
especialmente la region litoral, ofrece un entorno favorable para el cultivo de pifia,
puesto que su baja altitud produce temperaturas célidas y estables que oscilan entre
23y 32 °C (Nath et al., 2023).

Segln el Ministerio de Agricultura, anualmente se cultivan alrededor 104 059
toneladas y mas alla de su consumo como fruta fresca, existe una gran cantidad de
productos procesados disponibles comercialmente (Lourenco et al., 2020). La
pifia tiene una forma Unica con hojas y frutos anchos, presenta una longitud de 25
cm y un didmetro 15 cm aproximadamente. Su cascara es rugosa y en su etapa
temprana presenta una coloracién verde que cambia a amarillo al madurar (Nath
et al., 2023). Ademas, presenta un alto contenido nutricional con un estimado de
47,8 mg de vitamina C y 13 mg de calcio por cada 100 g de pifia (Aili Hamzah et
al., 2021).

La pifia y sus subproductos (cascaras, tallos, corazon y corona), son una fuente
abundante de bromelina, enzima de alto interés comercial debido a sus propiedades
farmacéuticas y bioquimicas. Ademas, contiene una gran cantidad de metabolitos
secundarios con alta actividad antioxidante y antiinflamatoria (Bansod et al.,
2023). Siendo los polifenoles y flavonoides los principales compuestos bioactivos
presentes en la composicion morfologica del fruto (Mohd Alli et al., 2020). Razon

por la cual, la extraccion de dichos metabolitos es el paso mas importante para

3



convertirlos en productos Gtiles (Lourenco et al., 2021). Avila et al., (2020),
establece que la pifia tiene un contenido de polifenoles de 652,8 en equivalentes
de miligramos de acido galico por gramos de peso seco de la muestra (mg GAE)
/g DW). Por otro lado, Lourenco et al., (2020), present6 un valor de 2784,1 mg
GAE/g DW en el total de residuos.

1.1.3. Compuestos bioactivos de plantas

Todos los compuestos presentes en el sistema bioldgico pueden clasificarse de
forma general en metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos primarios,
incluyen sustancias fundamentales para el crecimiento y desarrollo de las plantas,
como carbohidratos, proteinas, lipidos y aminoacidos (Aili Hamzah et al., 2021).
A diferencia de los metabolitos secundarios que se generan en una fase posterior
al crecimiento y se dividen en terpenos, terpenoides, alcaloides y compuestos
fendlicos (Erb & Kliebenstein, 2020).

Los compuestos bioactivos son sustancias quimicas fundamentales para la
supervivencia y sustento de las plantas. Se encuentran en la matriz celular y se
producen a través del metabolismo secundario en respuesta a diversos factores de
estrés ya sean bioticos o abidticos, como temperaturas extremas, sequias, infeccion
por patdgenos, consumo por herbivoros, entre otros (Sarangi et al., 2022). La
sintesis de estos compuestos representa una estrategia adaptativa de las plantas
confiriéndole efectos farmacoldgicos beneficiosos para la salud humanay por ende
de interés industrial (Bansod et al., 2023).

1.1.4. Principales compuestos bioactivos de la cascara de pifia



Los residuos del procesamiento de pifia, tardan alrededor de 13 meses en
descomponerse y constituyen alrededor del 50% del total de la fruta, donde solo
la cascara representa el 22% (Aili Hamzah et al., 2021). Khedkar et al., (2017),
reporta que la cantidad de fibra cruda, grasa y proteinas de las cascaras de pifia es
del 23,71%, 0,46% y 0,33%, respectivamente. Ademas, estudios presentados por
Banerjee et al., (2018), establecen que este residuo presenta alta actividad
antioxidante y antiinflamatoria debido a la presencia de vitaminas, compuestos
fendlicos y flavonoides como la miricetina. Por otro lado, Campos et al., (2020),
ha demostrado que la céscara contiene un total de 298,6 mg GAE/g DW y 163.2

mg de flavonoides expresados en equivalentes de mg de quercetina (QE)/g DW.

Los polifenoles son compuestos orgénicos que contienen multiples grupos
fenolicos en su estructura. Un grupo fenolico consiste en un anillo aromatico que
lleva un grupo hidroxilo (-OH). Dichos anillos, se encuentran unidos entre si
mediante enlaces simples o dobles, formando una configuracion molecular
compleja que no solo contribuye con sus propiedades antioxidantes, sino que
también imparte diversidad estructural, influyendo directamente en sus actividades
bioldgicas (Ji et al., 2020). Dichos compuestos se pueden clasificar de forma

general en flavonoides y fenoles no flavonoides (Kurek-Gorecka et al., 2013).

Los flavonoides son compuestos reconocidos por su estructura quimica. Su
actividad antioxidante se atribuye a la presencia de hidroxilos que neutralizan los
radicales libres protegiendo a las células del dafio oxidativo. Por otro lado, su
anillo heterociclico se asocia con su capacidad para modular vias de sefializacion
celular inflamatorias, otorgandoles propiedades antiinflamatorias (Serafini et al.,
2020). La miricetina, kaempferol y quercetina son los flavonoides mas abundantes
de la pifia (Hossain & Rahman, 2011).



1.1.5. Extraccion de compuestos bioactivos

Los métodos de extraccidn son técnicas utilizadas para separar y obtener diversos
metabolitos de interés industrial, estos se clasifican en convencionales y no
convencionales. La seleccion del método depende de factores como la naturaleza
de los compuestos a extraer, la matriz de origen, y la aplicacion prevista de los
extractos para su posterior caracterizacion y evaluacion de actividades bioldgicas
(Wang et al., 2021).

Los métodos convencionales o extraccion solido - liquido convencional, incluyen
procesos simples de maceracién en un solvente, ya sea con o sin agitacion, a
presion atmosférica y a temperaturas que van desde la temperatura ambiente hasta
el punto de ebullicion. Entre estos, la percolacion, maceracién, infusion, reflujo,

uso de solventes y extraccion Soxhlet (Zwingelstein et al., 2020).

Por otro lado, los métodos no convencionales son enfoques mas innovadores y
avanzados que buscan mejorar la eficiencia y reducir el tiempo de extraccion.
Entre estos, la extraccidn asistida por ultrasonidos (UAE), extraccion asistida por
microondas (MAE) y extraccion con fluidos supercriticos (SFE). Y aunque estos
métodos estan ganando popularidad debido a su capacidad para mejorar la
selectividad y eficiencia de los procesos, también presentan ciertas desventajas que
deben considerarse (elevados costos iniciales, complejidad operativa, posible

degradacion de compuestos termosensibles, etc.) (Ahmad et al., 2022).

La técnica de extraccion por solventes, es una de las mas utilizadas debido a su
alta selectividad y bajo costo. Se basa en la capacidad de los solventes para disolver
compuestos de interés en funcion de su polaridad (Do et al., 2014). Tanto el etanol
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como el agua son solventes polares, lo que los hace idoneos para la extraccion de
polifenoles puesto que permite establecer enlaces con sus grupos polares,
facilitando su transferencia desde la matriz sélida a la fase liquida (Roohinejad et
al., 2017).

1.1.6. Antioxidantes

1.1.6.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS), frente a la capacidad del sistema
antioxidante para neutralizarlos (Ajagun-Ogunleye & Ebuehi, 2020). Este
desequilibrio puede provocar reacciones en cadena que amplifican el estrés
oxidativo y promueven la progresion de diversas enfermedades debido al dafio
celular que producen (Avila et al., 2020).

Ademas de la aterosclerosis, la insuficiencia renal cronica y la diabetes mellitus,
se ha vinculado la presencia de estos radicales libres con otras condiciones de salud
significativas, como enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, Alzheimery
Parkinson), trastornos inflamatorios crénicos, enfermedades cardiacas, trastornos
metabolicos y ciertos tipos de cancer (Deng et al., 2021). Por esto, el estudio de
los compuestos bioactivos presentes en la cascara de pifia, es fundamental en la
reduccion del estrés oxidativo y, por ende, en la mitigacion del riesgo de

desarrollar estas enfermedades (Cuffaro et al., 2023).



1.1.6.2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se refiere a la capacidad de un compuesto para
contrarrestar los efectos nocivos de los radicales libres (Lourenco et al., 2020). El
mecanismo de accion de los antioxidantes se da por donacion de electrones, es
decir que estos compuestos tienen la capacidad de neutralizar radicales libres
mediante la donacidn segura de electrones, estabilizando moléculas inestables y

previniendo el dafio oxidativo (Carsono et al., 2022).

Dicha actividad es propia de los antioxidantes, y aunque se encuentran en el
organismo de forma enddgena también se pueden adquirir exégenamente (Ji et al.,
2020). Los antioxidantes sintéticos méas utilizados son el butilhidroxianisol (BHA)
y el butilhidroxitolueno (BHT) debido a su estabilidad. Sin embargo, se ha
asociado estos compuestos con alergias en la piel, enfermedades

neurodegenerativas, gastrointestinales y cancerigenas (Avila et al., 2020).

1.1.6.3. Evaluacion de la actividad antioxidante

Existen diversos métodos in vitro para evaluar la efectividad de un antioxidante,
entre estos, aquellos basados en la transferencia de &tomos de hidrogeno (HAT) y
los basados en la transferencia de electrones (ET) (Mendoncga et al., 2022).
Ademas, los ensayos que evaltan la capacidad antioxidante total (TAC) utilizan
métodos ET mixtos (Gulcin, 2020).

El ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC), de tipo

HAT mide la disminucion de la fluorescencia de la muestra como resultado de un
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cambio estructural causado por oxidacion (Sasikumar et al., 2020). Por otro lado,
el ensayo de poder antioxidante reductor del ion férrico (FRAP) de tipo ET,
consiste en la reduccion del complejo incoloro Fe3+-TPTZ convirtiéndolo en uno
de color azul Fe2+-TPTZ, al reaccionar con compuestos antioxidantes (Mendonca
etal., 2022).

Finalmente, el ensayo DPPH (2,20-difenil-1-picrylhydrazyl radical) de tipo TAC,
se basa en la transferencia de un 4&tomo de hidrégeno del antioxidante al reactivo
DPPH, convirtiéndolo en una molécula no radicalaria y méas estable. Resultando
en un cambio de coloracién que va de violeta a amarillo debido a cambios en su
estructura electronica y, por ende, en la absorcion de luz (Lourenco et al., 2021).
Hossain & Rahman, (2011), indican que los extractos de cascara de pifia
presentan un porcentaje de inhibicién entre el 41.8 y 84.3%.

1.1.7. Antiinflamatorios

1.1.7.1. Respuesta inflamatoria

La inflamacion, como primera respuesta del sistema inmunitario ante lesiones,
infecciones o irritaciones, involucra la activacion de células inmunitarias que
liberan sustancias quimicas, incluyendo especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrégeno (RNS). Aunque estas sustancias contribuyen a la
cicatrizacion, su exceso puede causar dafio celular (Zhu et al., 2018).

En la mayoria de los casos, la respuesta inflamatoria es especifica y

autocontrolada. No obstante, cuando se desregula, la inflamacion puede extenderse
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causando dafio tisular innecesario. Esta desregulacion puede desencadenar
enfermedades autoinmunes y, si se dirige errbneamente a tejidos sanos, podria

contribuir con el desarrollo de enfermedades crénicas (Cuffaro et al., 2023).

1.1.7.2. Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria se refiere a la capacidad de una sustancia para reducir
la respuesta inflamatoria en el cuerpo. Esto se logra mediante la regulacion de la
liberacion de mediadores inflamatorios y la inhibicion de enzimas implicadas en
la inflamacion. Tanto los compuestos con propiedades antioxidantes como los
antiinflamatorios pueden ser enddgenos o adquiridos externamente (da Costa et
al., 2015).

No obstante, cuando la eficacia de estos antiinflamatorios naturales no es
suficiente, se recurre a medicamentos no esteroideos (AINE), ampliamente
utilizados debido a su estabilidad (Serafini et al., 2010). Estos AINE acttan
reduciendo la produccion de mediadores proinflamatorios, como citocinas y
prostaglandinas, o interfiriendo con enzimas y vias inflamatorias. Sin embargo, su
uso prolongado puede conllevar riesgos para la salud, subrayando la necesidad de

explorar alternativas de origen natural (Morais et al., 2022).

1.1.7.3. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria, implica analizar su capacidad para

reducir la respuesta inflamatoria. Los métodos in vivo proporcionan informacion
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sobre la interaccion directa entre el compuesto y las células inflamatorias, siendo
los mas comunes los ensayos de inhibicion enzimatica, que miden la capacidad de
un compuesto para inhibir enzimas inflamatorias. EIl ensayo de desnaturalizacion
de la albumina, se basa en evaluar la capacidad de una sustancia para inhibir la
desnaturalizacion cuando se somete a cambios de pH o temperatura (Serafini et
al., 2010). Estudios presentados por Maleki et al., (2019), indican porcentajes de

inhibicidn del 10 al 90% para diferentes extractos.

1.1.8. Determinacion de la vida Util

El andlisis de la vida Util de un extracto permite garantizar la calidad y seguridad
del producto en el tiempo. Ecuador, al ser un miembro del ARCSA, toma en cuenta
varias guias y normas internacionales para la evaluacion de productos
farmacéuticos. Incluyendo la guia cientifica ICH especificamente la norma ICH
Q1A(R2) enfocada en la estabilidad de las sustancias y productos medicinales
nuevos. Aungue esta norma, no proporciona informacién especifica de extractos
naturales, presenta recomendaciones generales. Entre estos, el disefio del estudio
de estabilidad, fundamental para la estimacién de la vida dtil, que incluye la
selecciéon adecuada de las condiciones de almacenamiento y determinacion de
intervalos de muestreo. Ademas, en los parametros de prueba se establece la
importancia de analizar la degradacion de los componentes en funcién de la
actividad terapéutica esperada. Un estudio de estabilidad se puede realizar en
tiempo real es decir a condiciones normales o en tiempo acelerado donde se somete
a condiciones extremas para acelerar su deterioro (European Medicines Agency,
2003).

Dentro de un estudio de estabilidad, tanto el pH como la humedad del extracto son

factores fisicoquimicos de gran importancia al momento de pronosticar el tiempo
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de vida atil de un extracto. El analisis del pH por un lado, es esencial para entender
cémo evoluciona la acidez del extracto, ya que la estabilidad de los compuestos
bioactivos presentes puede variar segun el pH del medio en el que se encuentran.
En general, los compuestos fendlicos y flavonoides tienden a ser mas estables en
un entorno &cido (Zhu et al., 2018).

Por otro lado, la reduccion de la humedad en un extracto afecta la estructura
molecular de los metabolitos bioactivos, promoviendo la oxidacién de los
polifenoles y comprometiendo su integridad. La falta de agua también puede dar
lugar a la formacion de agregados, afectando la biodisponibilidad de los
polifenoles, y provocar una pérdida de solubilidad, alterando su capacidad para

interactuar en procesos bioldgicos (Macharia et al., 2023).
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1.2. Objetivos

1.2.1.

1.2.2.

Objetivo General

Evaluar la vida util de un extracto obtenido de la cascara de pifia (Ananas

comosus) con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

Objetivos Especificos

Extraer los polifenoles de la cascara de pifia (Ananas comosus) mediante

el uso de solventes.

Analizar la capacidad antioxidante y el efecto antiinflamatorio del

extracto con mayor concentracion de polifenoles.

Estimar el tiempo de vida atil del extracto procedente de la cdscara de

pifia (Ananas comosus).
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CAPITULO II.-METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Materiales

e Vasos de precipitacion (500 ml, 250 ml, 80ml)
e Probeta (50 ml)

e Frascos ambar (60 ml, 250 ml)

e Tubos de ensayo (5 ml)

e Micropipetas (10 — 100 ul, 20 — 200 ul, 100 — 1000 pl)
e Puntas de micropipeta

e Placa de 96 pocillos

e Tubos falcon (50 ml)

e Tubos eppendorf (1.5 ml)

e Matraz Erlenmeyer (250 ml)

e Gradilla

e Papel filtro

e Agitador magnético

e Mortero y pistilo

e TermOmetro

2.1.2. Equipos
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e Deshidratador por conveccion
e Plancha de calentamiento

e Refrigerador

e Espectrofotometro UV

e Balanza analitica

e Balanza de humedad

e Potenciometro

e Bafio térmico

e Centrifuga

2.1.3. Reactivos

e Etanol 80%

e Hipoclorito de sodio al 1%

e Carbonato de sodio 7% (p/v)
e Cloruro de aluminio 2% (p/v)
e Reactivo de Folin-Ciocalteu
e Acido galico

e Quercetina

e Solucion DPPH

e Solucion Trolox

e Metanol

e Diclofenaco de sodio

e Cloruro de sodio

e Cloruro de potasio

e Fosfato de disodio

e Fosfato monopotéasico
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2.2. Hipotesis

2.2.1. Hipotesis nula

No hay diferencias significativas en el contenido total de polifenoles entre

los tratamientos.

2.2.2. Hipotesis alternativa

Existen diferencias significativas en el contenido total de polifenoles entre

los tratamientos.

2.2.3. Variables

Variables dependientes

e Contenido total de polifenoles

Variables independientes

e Disolventes (Etanol 80%, agua destilada)

e Relacion biomasa/volumen de disolvente (1:20, 1:30)
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2.3. Métodos

2.3.1. Recoleccion del material vegetal

Las cascaras de pifia se obtuvieron de los desechos resultantes de la produccion de
jugos del Mercado Central ubicado en la Ciudad de Ambato y se trasladaron a los
laboratorios de la facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia

para su posterior tratamiento.

2.3.2. Preparacion del material vegetal

Las cascaras de pifia se lavaron con agua simple para eliminar la suciedad
superficial. Se desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante
5 minutos y posteriormente se enjaguaron con agua destilada para eliminar los
restos de cloro. El proceso de secado se llevd a cabo en un deshidratador por
conveccién a un temperatura de 50° centigrados durante 55 horas
aproximadamente. Las cascaras secas se trituraron utilizando una licuadora hasta
la obtencion de un polvo fino y homogéneo, mismo que se almacend en bolsas

libres de aire hasta su uso (Hossain & Rahman, 2011).

2.3.3. Extraccion con diferentes solventes

El proceso de extraccion se llevé a cabo utilizando etanol al 80% y agua destilada
como disolventes con dos relaciones biomasa/volumen de disolvente (1:20 y 1:30).

Para cada tratamiento se colocd en un vaso de precipitacion el disolvente y se llevo

17



a una plancha de calentamiento hasta alcanzar una temperatura de 50°C,
seguidamente se adicion0 el material vegetal previamente pesado en la balanza
analitica y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos. El extracto resultante se
filtré y se almacend en frascos ambar en refrigeracion hasta su uso (Lourenco et
al., 2021).

2.3.4. Determinacion de fenoles totales

La determinacién del contenido total de polifenoles se llevé a cabo mediante el
método de Folin-Ciocalteu. En una placa de 96 pocillos se mezclaron 10 pl del
extracto en una dilucion 1:10, 10 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu y 130 pl de
agua destilada, se dejé reaccionar durante 5 minutos y se adiciond 100 ul de
carbonato de sodio al 7% (p/v). La placa se incubd durante 90 minutos en ausencia
de luz y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. Este proceso
se realizd por triplicado para cada uno de los extractos. Para la calibracion, se
realiz6 una curva estandar de acido galico (GAE) en concentraciones de 10 a 100
mg/L. El contenido fendlico se expres6 como equivalentes de miligramos de acido
galico por gramos de peso seco de la muestra (mg GAE/g DW) (Lourenco et al.,
2020).

2.3.5. Analisis de datos

Se aplicé un disefio experimental 22, donde el factor A fue el tipo de disolvente
(etanol al 80% y agua destilada) y el factor B fue la relacion material
vegetal/volumen de disolvente (1:20 y 1:30). El analisis estadistico se llevé a cabo
utilizando el software IBM SPSS Statistics que cuenta con una prueba gratuita de

30 dias, utilizando como variable de respuesta la concentracion total de polifenoles
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presente en cada uno de los extractos. Esto mediante un andlisis de varianza
ANOVA con un nivel de confianza del 95%, p < 0,05.

2.3.6. Determinacion de flavonoides totales

El ensayo de determinacidon de flavonoides totales se realizo al extracto con mayor
concentracion de polifenoles mediante el método colorimétrico de cloruro de
aluminio. Para esto, en una placa de 96 pocillos se mezclaron 60 ul del extracto en
dilucion 1:10 con 120 pl de AICI3 al 2% (p/v) y se incubd durante 60 minutos en
ausencia de luz y a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a una longitud
de onda de 420 nm. Para la calibracion, se realiz6 un curva estandar con diluciones
seriadas de quercetina (QE) en un rango 10 a 100 mg/L. Los resultados se
expresaron en equivalentes de miligramos de quercetina por gramos de peso seco
de la muestra (mg QE/ g DW) (Pandey et al., 2016).

2.3.7. Evaluacion de la actividad antioxidante

Al extracto con mayor concentracion de polifenoles se le realizo6 la evaluacion de
la actividad antioxidante, siguiendo la metodologia establecida por Bobo et al.,
(2015), con modificaciones. En una placa de 96 pocillos se adiciond 20 ul de
extracto en dilucion 1:10 y 180 ul de solucion DPPH, como control se utiliz6 20
ul de agua destilada/etanol junto con 180 pl de solucion DPPH y como blanco 180
ul de metanol-agua (80:20) y 20 ul de agua destilada/etanol. Se dejo incubar la
placa en ausencia de luz durante 40 minutos y posteriormente se midio la

absorbancia a una longitud de onda de 515 nm.
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Para la determinacion del porcentaje de inhibicion se utilizo la siguiente formula:

Absmuestra - Absblanco

% de inhibicion = [1 — ] x 100

Abscontrol - Absblanco

Ecuacion 1. Determinacion de porcentaje de inhibicion.

AbSpuestra = Absorbancia de la solucion de DPPH con el extracto
Abspianco = Absorbancia de la solucion de DPPH con metanol-agua

AbS ontror = Absorbancia de la solucion de DPPH con agua destilada

Adicionalmente, se prepard una solucion madre de Trolox (500 uM) disolviendo
0.0125 g de reactivo de Trolox en 100 mL de metanol-agua (50:50) y se sometio
a agitacion hasta homogenizar completamente. Posteriormente se elaboré una
curva de calibracion en concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 uM. Cada
uno de los andlisis se realizé por triplicado y los resultados se expresaron en
porcentaje de inhibicion de la muestra y actividad equivalente a Trolox (uM/g de
DW).

2.3.8. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Al extracto con mayor concentracion de polifenoles se realizo la evaluacion de la
actividad antiinflamatoria mediante el ensayo de desnaturalizacion de la albumina
siguiendo la metodologia establecida por Dharmadeva et al., (2018), con

modificaciones.
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En primer lugar, para la obtencion de la ovoalbimina se separo la clara del huevo
y se mezcl6 con 100 ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer. Posteriormente
se coloco la muestra en tubos falcon de 50 ml y se centrifugd a 4000 RPM durante

10 minutos. La muestra se almacend hasta su analisis.

Como farmaco estandar se utilizé diclofenaco de sodio ya que es un potente
antiinflamatorio. Tanto para el extracto como para el farmaco, se prepararon
diluciones de 100, 200, 500 y 1000 pg/ml. Posteriormente, en tubos de ensayo se
mezclaron 2 ml de muestra (extracto o diclofenaco de sodio), 2.8 ml de PBS (pH
6.4) previamente preparado y 0.2 ml de albdmina de huevo. Este proceso se realizo
para cada una de las diluciones, se dejo reaccionar durante 15 minutos a 37°Cy se
midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 660 nm (antes de la
desnaturalizacion). Para inducir el proceso de desnaturalizacion, los tubos de
ensayo se calentaron en bafio térmico a una temperatura de 70°C durante 10
minutos, se dejé enfriar 15 minutos a temperatura ambiente y se midio la

absorbancia a 660 nm.

Para la determinacién del porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente formula:

Absye — Absy s

0 . Y — 1 X 1_
% de inhibicién = 100 AbS,._Absp,;

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje de inhibicion.
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Abs,,.= Absorbancia de la muestra después de la desnaturalizacion
(extracto/diclofenaco sodico)
Abs,,s= Absorbancia de la muestra antes de la desnaturalizacion
(extracto/diclofenaco sodico)

Abs,. = Absorbancia del control calentado (agua destilada)

2.3.9. Estudio de estabilidad

La determinacion de la vida util se realizo al extracto con mayor concentracion de
polifenoles. El contenido total del extracto (240 ml) se dividié en 8 partes iguales
(30 ml) y se almacen6 en un refrigerador manteniendo la temperatura en un rango
de 4 a 8° C. Para esto se utilizaron frascos pequefios de tipo &mbar, caracterizados
por sus propiedades de filtrado de la luz ultravioleta (UV), lo que le permite
proteger el contenido de la degradacion causada por la exposicion a la luz solar o
artificial. Ademas, la tapa esta disefiada herméticamente, lo que ayuda a evitar la
entrada de aire u otros contaminantes que podrian afectar la calidad y estabilidad
del extracto. Los pardmetros a analizar fueron: contenido total de polifenoles,
flavonoides, actividad antioxidante y antiinflamatoria, pH y humedad del extracto.
Los andlisis se realizaron por triplicado durante un mes aproximadamente
(Putnoky et al., 2013).

2.3.9.1. Analisis de pH

La determinacion del pH del extracto se realiz6 mediante el método

potenciométrico. Para esto, se tomd una alicuota del extracto en dilucion 1:10, se
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coloco en un vaso de precipitacion y se sumergio el electrodo hasta estabilizar. El
andlisis se realizé por triplicado cada 4 dias durante un mes (Braininaet al., 2019).

2.3.9.2.  Anélisis de humedad

Para la determinacién del porcentaje de humedad del extracto se tomé 2 ml del
extracto y se colocd en la balanza de humedad. Los datos se registraron por
triplicado y el analisis se realiz6 cada 4 dias durante un mes (Aili Hamzah et al.,
2021).

2.3.9.3.  Andlisis del contenido total de polifenoles y flavonoides

El andlisis del contenido total de polifenoles y flavonoides totales se realizé por
triplicado cada 4 dias en el lapso de un mes. Para esto se siguié la metodologia

establecida en los puntos 2.3.4 y 2.3.6 respectivamente.

2.3.9.4.  Andlisis de la capacidad antioxidante

La determinacidn de la capacidad antioxidante del extracto se realizé siguiendo la
metodologia establecida en el punto 2.3.7. El anélisis se realiz6 por triplicado cada

15 dias durante un mes y el porcentaje de inhibicion se determind mediante la

ecuacion 1.
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2.3.9.5. Andlisis de la capacidad antiinflamatoria

La determinacion de la capacidad antiinflamatoria del extracto se realizé siguiendo
la metodologia establecida en el punto 2.3.8. El andlisis se realiz6 por triplicado
cada 15 dias durante un mes y el porcentaje de inhibicion se determiné mediante

la ecuacion 2.

2.3.10. Analisis de datos

Utilizando el software Minitab que cuenta con una prueba gratuita de 30 dias, se
realizaron las comparaciones de las medias de los datos recolectados durante un
mes de cada una de las pruebas. Mediante las funciones que ofrece el paquete

estadistico, se estimo el prondstico de tiempo de vida atil del extracto.
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CAPITULO Ill.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusion de resultados

3.1.1. Extraccion y caracterizacion de compuestos bioactivos presentes en la

cascara de pifia (Ananas comosus)

Los extractos procedentes de la cascara de pifia (Ananas comosus) se obtuvieron
mediante extraccion por solventes, técnica reconocida por su eficacia para la
obtencidon de diversos metabolitos bioactivos, entre estos, fenoles y flavonoides
(Ajayi et al., 2022). Tanto el etanol como el agua son solventes versétiles y de
bajo costo que permitieron obtener un alto rendimiento en términos de
concentracion (Pitts et al., 2021). Razon por la cual, el presente estudio, utilizé
etanol al 80% y agua como potenciales disolventes para el proceso de extraccion.
Siendo el etanol aquel que presentd mejores resultados.

El andlisis de compuestos fenolicos totales (TPC) se realizd en funcion de una
curva de calibracion de &cido galico (GAE) (ANEXO Al) y los resultados se
expresaron como mg GAE/g DW. En la tabla 1., se presenta el contenido total de
fenoles obtenido a partir de la ecuacion de regresion lineal A765nm = 0.0022
[GAE] + 0.1227 (R2 = 0.9988).
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Tabla 1 Cuantificacion del contenido de fenoles totales en los extractos etandlicos y
acuosos obtenidos a partir de la c&scara de pifia (Ananas comosus).

Relacion Fenoles totales
Tratamiento  Disolvente biomasa/volumen de (mg GAE/g
disolvente DW)
T1 1:20 75.59 + 0.54
Etanol 80%
T2 1:30 48.22 £ 0.52
T3 1:20 44.46 £ 1.04
Agua
T4 1:30 43.53+2.50

Nota: Los resultados presentados son los promedios de cada tratamiento +

desviacion estandar.

El anélisis de TPC de los extractos de la cascara de pifia resultante se puede
observar en la tabla 1, donde se evidencia que el uso de etanol al 80% y la relacion
material vegetal/volumen de disolvente 1:20 son el tratamiento més eficiente en
términos de extraccion, dando como resultado 75.59 + 0.54 mg GAE/g DW,
trabajando con una temperatura de extraccion de 50°C durante 30 minutos. Sin
embargo, un estudio presentado por Campos et al., (2020), establece que el
extracto etanolico de céscara de pifia presenta un valor de TPC de 298.6 mg GAE/g
DW. y Lourenco et al., (2021), presentd resultados que oscilan entre 101.98 mg
GAE/g DW para extractos acuosos y 257,85 mg GAE/g DW para extractos

etanolicos, ambos a 55°C durante 25 minutos aproximadamente.

La diferencia significativa entre dichos resultados puede atribuirse a dos factores
clave: el estado de madurez del material vegetal y el método de extraccion
empleado. En el presente estudio, se utilizo cascara de pifia madura ya que es la

comunmente utilizada para la elaboracion de jugos. A diferencia de los resultados
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presentados por Campos et al., (2020) y Lourenco et al., (2021), donde se emple6
cascara de pifia en un estado inicial de madurez (aun verde) y métodos de
extraccion no convencionales. Por lo tanto, es posible afirmar que el contenido de
fenoles, varia considerablemente en funcion del estado de madurez de la fruta y el
meétodo de extraccion utilizado, demostrado que tanto el tiempo de extraccion
como la temperatura no afectan significativamente al TPC del extracto (Anbesaw,
2021).

Acorde a lo mencionado por Meena et al., (2022), el rendimiento de un proceso
de extraccion depende principalmente del tipo de solvente utilizado y su polaridad.
Es decir, los solventes polares son eficientes para extraer compuestos polares, ya
que pueden establecer interacciones dipolo-dipolo y enlaces de hidrégeno con los
grupos funcionales de compuestos que exhiben polaridad, como los polifenoles
(Sehaki et al., 2023).

Aunque el agua es un solvente méas polar que el etanol, la superioridad de la
eficiencia de extraccion con etanol al 80% se justifica debido a la naturaleza de los
compuestos fenolicos presentes en la cascara de pifia y su afinidad por el solvente,
ademas de la influencia de otros factores como la concentracion, temperatura y
tiempo de exposicion del solvente frente a la matriz vegetal de interés (Khedkar
et al., 2017). En base a los resultados obtenidos es posible afirmar que los
metabolitos presentes en los extractos se encuentran en un rango de polaridad
cercano al del etanol al 80%. Analisis que a su vez concuerda con lo mencionado
por Herrera-Pool et al., (2021), donde se establece que los compuestos fendlicos
son mas afines con disolventes menos polares que el agua, especialmente en
material vegetal procedente de frutas.

En cuanto a la relacion del material vegetal/volumen de disolvente, se observa que
a medida que disminuye el volumen de disolvente aumenta el contenido total de

polifenoles obtenidos durante la extraccion. Datos similares a lo presentado por
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Ahmad et al., (2022), donde se menciona que dicho patrén se debe a que el
disolvente se encuentra en un equilibrio con la cantidad de material vegetal,
permitiendo que la superficie de contacto facilite la transferencia de fenoles al
medio acuoso. Sin embargo, estudios presentados por Meena et al., (2022) y
Orsat & Routray, (2017), afirman que con un mayor volumen de disolvente
aumenta el area de contacto del solvente con la biomasa, lo que genera mayor

eficiencia de extraccion.

Por otro lado, el andlisis del contenido de flavonoides totales (TFC) se realiz6 en
funcién de una curva de calibracién de quercetina (QE) (ANEXO A2) y los
resultados se expresaron como mg QE/g DW. En la tabla 2, se presenta el
contenido total de flavonoides obtenido a partir de la ecuacion de regresion lineal
A420nm = 0.0163 [GAE] + 0.0002 (R2 = 0.9986).

Tabla 2. Cuantificacion del contenido de flavonoides totales en el extracto con

mayor TPC obtenido a partir de la cascara de pifia (Ananas comosus).

_ Relacion Flavonoides totales
Disolvente ) _
Biomasa/volumen de disolvente mg QE/g DW
Etanol 80% 1:20 16.67 £ 0.29

Nota: El resultado es el valor promedio * desviacién estandar.

En base a lo reportado en la tabla 2, el extracto etandlico con mayor cantidad de
polifenoles presenta un TFC de 16.67 = 0.29 mg QE/g DW. Resultado que es
significativamente menor al presentado por Campos et al., (2020), donde se
reporté un total de 163.2 mg de flavonoides mg QE/g DW, evidenciando que el
estado de madurez del material vegetal y el método de extraccion utilizado

influyen directamente en la concentracion final de fenoles y flavonoides.
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Por otro lado, Orsat & Routray, (2017), informaron un valor de 2.33 mg QE/g
DW, mientras que Pandey et al., (2016), un valor de 7.76 mg QE/g DW, utilizando
concentraciones de etanol al 30 y 70% respectivamente, valores bajos en
comparacion a los obtenidos en el presente estudio (tabla 2). Estos resultados
confirman que la eficiencia de extraccion esta fuertemente influenciada por la
afinidad de polaridad entre el solvente y el compuesto objetivo. Como se discutio
previamente, el etanol al 80% se presenta como el solvente méas adecuado para la

extraccion de tanto de fenoles como de flavonoides (Herrera-Pool et al., 2021).

3.1.2. Analisis estadistico

Con el andlisis de varianza ANOVA (ANEXO B), se demostré que tanto el
disolvente como la relacion del material vegetal/volumen de disolvente tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre la concentracion de fenoles totales

expresados en mg GAE/g DW, con un nivel de confianza del 95.0%, (p < 0.05).
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Figura 1. Grafico de barras 3D: Representacion de la media del TPC.
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En la figura 1, es posible visualizar la eficiencia de extraccion en el tratamiento 1,
donde se utilizé etanol al 80% en una relacion material vegetal/volumen de
disolvente 1:20. Ademas, se evidencia que el agua como solvente y la relacion

1:30 presentan baja eficiencia para todos los casos.

80
60

40

20

1:20 1:30
Relacién (material vegetal / disolvente)

Concentracion (mg GAE/ g DW)

Disolvente  emsm==Agua destilada Etanol 80%

Figura 2. Grafica de medias de los efectos principales del disolvente en funcion de

la relacion material vegetal/volumen de disolvente

En la figura 2, se muestran los efectos principales de la TPC en base a la relacion
y el disolvente utilizados durante el proceso de extraccion. A partir de dicha
gréfica, se puede afirmar rapidamente que a menor cantidad de disolvente mayor
es la concentracion de polifenoles presentes en el extracto para ambos casos,

siendo el etanol al 80% aquel con una eficiencia superior.

Los resultados presentados en la tabla 1, sugieren que el factor que influye
directamente en la eficiencia de extraccion y por ende en la concentracion total de
fenoles, es el solvente utilizado. Esto se evidencia al comparar T3 y T4, donde se
emplea el mismo disolvente con dos relaciones diferentes, y la variacion es
minima. Por otro lado, T1 y T3, que utilizan diferentes solventes pero la misma

relacién, muestran diferencias altamente significativas.
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En base a los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion total de polifenoles
presentes en el extracto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis
alternativa. Es decir, existen diferencias significativas en el contenido total de

polifenoles entre al menos dos tratamientos.

3.1.3. Evaluacion de actividades bioldgicas

3.1.3.1. Andlisis de la actividad antioxidante

Los antioxidantes son moléculas producidas por las plantas de forma natural como
mecanismo de defensa frente a situaciones de estrés. Dichos compuestos, tienen la
capacidad contrarrestar los efectos de negativos producidos por el estrés oxidativo
como resultado de una sobreproduccion de ROS y RNS (Morais et al., 2022).

La capacidad antioxidante del extracto con mayor concentracion de polifenoles se
determind mediante el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y los
resultados, se expresaron como el porcentaje de inhibicién del radical libre DPPH,
calculado mediante la Ecuacion 1., asi como también, se presentan los micromoles

equivalentes de Trolox/L (tabla 3).

Tabla 3 Capacidad antioxidante del extracto etandlico determinada mediante el
ensayo DPPH.

_ Relacion biomasa/volumen % Inhibicion de pmol EqQ.
Disolvente ) .
de disolvente radicales DPPH Trolox /L

Etanol 80% 1:20 52.27+1.45 322.447 £ 6.34

Nota: El resultado es la media de tres replicas + desviacion estandar.
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Este ensayo mide la eficiencia de reduccién de los antioxidantes presentes en el
extracto hacia el radical libre DPPH. Es decir, cuando se afiade un antioxidante al
radical DPPH, puede ocurrir una reduccion directa mediante la transferencia de
electrones o la eliminacion de radicales por la transferencia de atomos de
hidrégeno. En ambos casos, el resultado es la neutralizacion del radical DPPH, lo
que se refleja en un cambio de coloracion de violeta intenso a amarillo (Noui et
al., 2022).

La actividad inhibitoria del radical libre DPPH presente en el extracto etandlico
fue de 52.27 + 1.45 % con 322.447 + 6.34 pmol de equivalentes Trolox/L.
Resultados similares a los presentados por Hossain & Rahman, (2011), donde se
indica que el porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH se encuentra entre el
41.8 y 84.3%, debido a que se utilizaron diferentes solventes (etanol y metanol)
con concentraciones del 60 y 80% respectivamente. Este patron refuerza la idea de
que la relacion de polaridad entre el solvente y el material vegetal impacta
directamente en los metabolitos presentes en el extracto, asi como en la eficacia de

sus actividades bioldgicas.

En base a los resultados obtenidos del TPC y TFC (tablas 1 y 2), es posible
evidenciar que la cantidad fenoles y flavonoides presentes en el extracto se
relaciona directamente con el potencial antioxidante. Esto debido a la cantidad de
grupos hidroxilo presentes en la estructura quimica de dichos compuestos, mismos
que son efectivos para estabilizar los radicales libres al interactuar con ellos y
evitar que causen dafo a las células (Hossain & Rahman, 2011). Ademas,
Hamoudi et al., (2021), menciona que los compuestos fenolicos presentes en
matrices vegetales son el segundo grupo de metabolitos con mayor actividad

antioxidante.

32



3.1.3.2.  Andlisis del efecto antiinflamatorio

La actividad antiinflamatoria se determind también para el extracto con mayor
contenido fenolico (T1). Para esto se midid la actividad antiinflamatoria del
extracto, utilizando diclofenaco de sodio como farmaco estandar. Los resultados
se presentan en la tabla 4, mismos que fueron expresados como el porcentaje de

inhibicién de la desnaturalizacion de la albumina del huevo.

Tabla 4. Actividad antiinflamatoria del extracto etandlico con mayor concentracion de
polifenoles (T1) procedente de la cascara de pifia y del farmaco estandar

Concentracion Inhibicion (%o)
(ng/ml) Extracto Diclofenaco de sodio
1000 73.1550 + 0.23 96.7811 +1.44
500 65.4305 +1.22 91.9872 +0.79
200 57.6744 +£0.78 67.5758 +1.63
100 16.3842 +2.32 31.1475 +2.02

Nota: los resultados son los promedio + desviacion estandar.

Mediante este ensayo se evalud la capacidad del extracto procedente de la cascara
de pifia para inhibir la desnaturalizacion de proteinas sometiéndolo a condiciones
de estrés térmico. Observandose un efecto antiinflamatorio en todas las
concentraciones evaluadas (100, 200, 500 y 1000 pg/ml) (tabla 4). La albumina
de huevo puede utilizarse como un componente para simular las condiciones
bioldgicas en el cuerpo. Se emplea para crear un entorno que imita la respuesta
inflamatoria y evaluar como ciertos compuestos o sustancias pueden afectar esta

respuesta (da Costa et al., 2015).
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El porcentaje de inhibicion se determiné mediante la ecuacion 2., dando como
resultado una inhibicién maxima del 73.15% a una concentracion de 1000 pg/ml,
con una disminucion proporcional a medida que la concentracion baja, alcanzando
un valor minimo del 16.38% a 100 pg/ml. En comparacion, el farmaco estandar
mostrd un alto porcentaje de inhibicioén del 96.78% a 1000 pg/ml y del 31.14% a
100 pg/ml. Estos resultados sugieren que el extracto de cédscara de pifia posee
propiedades antiinflamatorias, como consecuencia del alto contenido de TFC en el

extracto (Ajagun-Ogunleye & Ebuehi, 2020).

La desnaturalizacién de la albdmina del huevo es un proceso en el cual la proteina
pierde su estructura tridimensional nativa y, por lo tanto, sus propiedades
bioldgicas. Esto debido a la ruptura de los enlaces débiles que mantienen la
estructura terciaria y cuaternaria de la proteina, como los enlaces de hidrégeno y
las interacciones hidrofobicas (Qamar et al., 2021). N’guessan et al., (2021),
indica que los compuestos fendlicos y flavonoides, entre otros compuestos, tienen
la capacidad de reducir los impactos de desnaturalizacion generados por
situaciones de estrés. Lo que concuerda con la premisa de que el extracto etanélico

de la cascara de pifia cuenta con un efecto antiinflamatorio de interés industrial.

Por otro lado, Mohd Ali et al., (2020), obtuvo un porcentaje de inhibicion del
75%, procedente de un extracto del tallo y pulpa de la pifa, valor similar al
obtenido con el extracto solo de la cascara. Lo que respalda la idea de que la
cascara, que a menudo es considerada como un residuo de poco valor, puede tener
aplicaciones potenciales en la salud, ofreciendo una fuente adicional de

compuestos beneficiosos para la salud.
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3.1.4. Determinacién de la vida Gtil del extracto

Para la determinacion de la vida util del extracto se consideraron varios factores,
entre estos, el pH, la humedad, la variacion del contenido total de fenoles y
flavonoides y sus actividades bioldgicas. Estas evaluaciones se llevaron a cabo de
manera periodica durante un mes aproximadamente. La utilizacion del software
MiniTab, con un paquete estadistico especializado en estudios de estabilidad,

facilitd la prediccion del tiempo de vida util del extracto.

3.1.4.1. Analisis de la estabilidad del extracto en funcién del pH

El andlisis de pH del extracto, realizado cada 4 dias durante un mes, pronostica un
tiempo de vida util de aproximadamente 60 dias (figura 3). Los limites se
establecieron en base a la informacion presentada por Hamoudi et al., (2021),
donde se indica que los compuestos fendlicos son mas estables en un entorno
acido, y pueden experimentar ciertos cambios en su estructura y actividad en

condiciones mas alcalinas (pH > 6).
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Figura 3. Pronostico de la vida atil del extracto de cascara de pifia en funcion de la

variacion del pH durante 30 dias aproximadamente.

Con un nivel de confianza del 95%, se espera que al menos el 50% de las respuestas
del pH del extracto se mantengan dentro del rango aceptable durante ese periodo

de tiempo.

La variacion observada en los valores de pH a lo largo del tiempo puede atribuirse
a diversas interacciones entre los componentes del extracto y factores ambientales,
a pesar de las condiciones adecuadas de almacenamiento. La variacion del pH
entre el tiempo Oy los primeros 4 dias podria ser resultado de procesos metabdlicos
residuales o reacciones de hidrolisis (Prieto Lage et al., 2023). Posteriormente, la
estabilizacion en un rango de 4.09 a 4.83 indica un equilibrio en las interacciones
acido-base, posiblemente vinculado a la naturaleza de los compuestos presentes en

el extracto y su comportamiento en el tiempo (Macharia et al., 2023).
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3.1.4.2. Andlisis de la estabilidad del extracto en funcién de la humedad

El analisis de humedad del extracto, evaluado cada 4 dias durante un mes,
pronostica un tiempo de vida util de aproximadamente 40 dias (figura 4). Los
limites establecidos para el célculo de la vida Util se seleccionaron en funcién de
estudios realizados por Ferreira et al., (2020), donde se menciona que un extracto
con un porcentaje de un humedad reducido tiene a perder sus actividades

biol6gicas rapidamente.
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Figura 4. Prondstico de la vida Gtil del extracto de cascara de pifia en funcion de la

variacion de la humedad.

Con un nivel de confianza del 95%, se espera que al menos el 50% de las respuestas
de los valores de humedad del extracto se mantengan dentro del rango aceptable

durante ese periodo de tiempo.

37



El porcentaje de humedad del tiempo O del extracto, indica la eficiencia de
extraccién aplicando las condiciones establecidas en el tratamiento 1 (tabla 1). Sin
embargo, la disminucion gradual de la humedad a lo largo del estudio puede
atribuirse a procesos de deshidratacion natural, a pesar de que las condiciones de
almacenamiento se optimizaron al utilizar frascos ambar, tapas herméticas y
refrigeracion. Ademas, la pérdida de humedad podria deberse también a factores
como la permeabilidad del envase, las condiciones ambientales y la duracion del
almacenamiento (Bansod et al., 2023). Macharia et al., (2023), resalta la
importancia del papel que desempefia este pardametro en la estabilidad y calidad de
los extractos, ya que puede afectar la estructura molecular de los compuestos
presentes. Si la humedad disminuye por debajo del limite establecido, existe el
riesgo de comprometer la integridad de los compuestos bioactivos, sus propiedades

Yy, por ende, su eficacia (Sehaki et al., 2023).

3.1.4.3. Analisis de la estabilidad del contenido total de polifenoles y

flavonoides

El analisis de estabilidad en funcién del contenido total de fenoles del extracto,
evaluado cada 4 dias durante un mes, pronostica un tiempo de vida atil de
aproximadamente 77 dias (figura 5). Los limites para el calculo de la vida Gtil se
establecieron tomando en cuenta que una concentracion demasiado baja de
polifenoles no representa actividades bioldgicas de utilidad (limite inferior 30 mg
GAE/ g DW) y el limite superior (90 mg GAE/g DW), se seleccion6 tomando en
cuenta la presencia de otros metabolitos presentes en el extracto (Lourenco et al.,
2021).
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Figura 5. Pronostico de la vida util del contenido total de compuestos fendlicos

presentes en el extracto.

Con un nivel de confianza del 95%, se espera que al menos el 50% de las respuestas
de los valores de humedad del extracto se mantengan dentro del rango aceptable

durante ese periodo de tiempo.

En base al andlisis realizado, se observa que la concentracion de polifenoles
experimenta una disminucion progresiva a lo largo del tiempo. La mayor baja se
registra entre los primeros 8 y 12 dias, periodo en el cual la concentracion
disminuye de manera méas pronunciada, a pesar de que las condiciones de
almacenamiento fueron optimas. Lo que confirma la informacion presentada por
Trujillo, (2021), donde se menciona que la interacciones quimicas pueden ocurrir
incluso en ambientes cerrados debido a la complejidad de los componentes
presentes en un extracto y a la posible presencia de factores enddgenos que podrian

catalizar ciertas reacciones.
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Por otro lado, si la concentracion de polifenoles disminuyera por debajo del limite
inferior establecido (30 mg GAE/g DW), podria comprometer la actividad
bioldgica y utilidad del extracto. Se debe considerar que la variacion del pHy la
humedad también pueden influir en la estabilidad de los polifenoles (Pandey et
al., 2016). Lourenco et al., (2020), en su estudio de estabilidad present6 un tiempo
de vida util de 98 dias aproximadamente para el microencapsulado de un extracto
procedente de la pifia, no especificamente de residuos. Valores similares a los

obtenidos en el presente estudio tomando en cuenta el tipo de material utilizado.

De igual forma, el analisis de estabilidad en funcion del contenido total de
flavonoides del extracto, evaluado cada 4 dias durante un mes, pronostica un
tiempo de vida util de aproximadamente 43 dias (figura 6). Para la determinacién
de los limites (inferior 5 mg QE/ g DW vy superior 40 mg QE/g DW), se utiliz6 el
mismo analisis aplicado para el caso de los fenoles, tomando en cuenta que la
cantidad de flavonoides es menor debido la presencia de otros compuestos
(Lourenco et al., 2021).

40



Vida atil = 420135

407

(]
n

P
L=

=== Linea ajustada
- — Ll 97.5%

Réplica

301

1
2
3

201

Concentracion (mg QE/g DW)

Tiempo (dias)

El = Especificacion inferior, ES = Especificacion superior
Ecuacion para la linea gjustada: Concentracion {mg QE/g DW) = 148 - 0.20d Tiempo (dias)

Figura 6. Pronostico de la vida atil del contenido total de flavonoides presentes en

el extracto.

Con un nivel de confianza del 95%, se espera que al menos el 50% de las respuestas
de los valores de humedad del extracto se mantengan dentro del rango aceptable

durante ese periodo de tiempo.

Se observa una disminucion marcada en la concentracion de flavonoides durante
los primeros 4 dias, pasando de un valor inicial promedio de 16.67 mg QE/g DW
a alrededor de 13.375 mg QE/g DW. Esta rapida disminucion podria deberse a
procesos de degradacion acelerada o interacciones quimicas complejas (Do et al.,
2014). Si la concentracion de flavonoides sigue disminuyendo y cae por debajo del
limite inferior establecido (5 mg QE/g DW), podria comprometer la efectividad
del extracto en términos de las actividades biologicas con las que contribuyen. La

variacion en los valores de pH y humedad podria estar asociada con esta
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disminucion, ya que condiciones subOptimas pueden acelerar procesos de
degradacion (Orsat & Routray, 2017; Serafini et al., 2010).

La diferencia en la vida util y concentracion entre los flavonoides y los polifenoles
puede atribuirse a la mayor susceptibilidad de los flavonoides a procesos de
degradacion debido a su estructura quimica mas compleja, que incluye anillos
aromaticos y grupos hidroxilo que son mas propensos a reacciones de oxidacion y
otros cambios estructurales con el tiempo (Hossain & Rahman, 2011). En
contraste con un estudio presentado por Khedkar et al., (2017), se indica que el
tiempo de vida Gtil estimado para los extractos finales se encuentra en un rango de
52 — 63 dias, en base al método de extraccion utilizado. Ademas, menciona que los
polifenoles debido a su estructura mas simple presentan una mayor resistencia a

procesos de degradacion.

3.1.4.4. Analisis de estabilidad de la actividad antioxidante y el efecto

antiinflamatorio

El anélisis de estabilidad en funcion de la actividad antioxidante del extracto,
evaluado cada 15 dias durante un mes, pronostica un tiempo de vida util de
aproximadamente 59 dias (figura 7). En base a la informacién mencionada por
Gulcin, (2020), se fijo un limite inferior del 30% para evitar que la actividad
antioxidante sea demasiado baja, ya que esto limitaria su utilidad en diversas
aplicaciones. Ademas, sugiere que el limite superior se fij6 en un 90%,
reconociendo que aunque los polifenoles y flavonoides contribuyen
significativamente a la capacidad antioxidante, hay otros compuestos presentes

que ocupan el porcentaje restante.
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Figura 7. Determinacion de la vida util de la actividad antioxidante del extracto.

Con un nivel de confianza del 95%, se espera que al menos el 50% de las respuestas
de los valores de humedad del extracto se mantengan dentro del rango aceptable

durante ese periodo de tiempo.

La disminucion de la actividad antioxidante del extracto de cascara de pifia a lo
largo del tiempo, puede atribuirse a diversos factores. Entre estos, la temperatura
y la exposicion al oxigeno, asi como cambios quimicos naturales en el extracto
(Wang et al., 2021). En este contexto, es importante mencionar que los
polifenoles, al tener una vida util mas extensa, podrian ser los principales
contribuyentes a la actividad antioxidante del extracto. Esta correlacion sugiere
que la desestabilizacion de los polifenoles podria ser un factor determinante en la
disminucion de la actividad antioxidante observada con el tiempo. Informacion

similar a la presentada por Deng et al., (2021), donde se indica que los flavonoides,
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aunque también relevantes para la capacidad antioxidante, podrian tener una
influencia menor en esta disminucion, ya que su tiempo de estabilidad es

ligeramente inferior.

Factores ambientales y procesos quimicos naturales durante el almacenamiento
podrian afectar la integridad de los polifenoles, comprometiendo su capacidad
antioxidante y, por ende, la eficacia del extracto en aplicaciones industriales y de
salud (Lourenco et al., 2021). Sin embargo, Prieto Lage et al., (2023), en su
investigacion present6 un tiempo de estabilidad de estos metabolitos de 100 dias
para extractos con actividad antioxidante procedentes de otras fuentes naturales,
lo que implica que la estabilidad depende fuertemente del material vegetal y

procedimiento de extraccion de los metabolitos.

Por otro lado, el analisis de estabilidad en funcion del efecto antiinflamatorio del
extracto, evaluado cada 15 dias durante un mes, pronostica un tiempo de vida util
de aproximadamente 37 dias (figura 8). Los limites establecidos para el célculo
de la vida util fueron de un 20% de inhibiciébn a un 95%, mismos que se
establecieron en funcién de los requerimientos minimos para ser considerado un

extracto con aplicabilidad significativa (da Costa et al., 2015).
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Con un nivel de confianza del 95%, se espera que al menos el 50% de las respuestas
de los valores de humedad del extracto se mantengan dentro del rango aceptable

durante ese periodo de tiempo.

Se observé una marcada disminucidn en el porcentaje de inhibicion entre los dias
8 y 12, donde se registraron valores de 64.91%, 63.01%, y 59.95%
respectivamente. Esta reduccién podria estar asociada a cambios en la
composicion quimica del extracto y con el tiempo, afectar su capacidad para
modular procesos inflamatorios (Serafini et al., 2010).
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En este caso, el tiempo de vida util pronosticado es similar a los valores
presentados por Ajayi et al., (2022), donde indica que el tiempo de estabilidad del
efecto antiinflamatorio de extractos procedentes de diferentes parte de la pifia es
de 40 dias, ademas, hace énfasis en la relacion de dicha actividad bioldgica con la
concentracion de flavonoides. En caso de que el porcentaje de inhibicion del efecto
antiinflamatorio caiga por debajo del limite establecido (20%), esto podria indicar
una pérdida de potencia del extracto y, por ende, comprometer su utilidad
terapéutica. Informacion que concuerda con lo mencionado por Lourenco et al.,
(2021) y N’guessan et al., (2021), en sus investigaciones de optimizacion de

extraccién, microencapsulacion y almacenamiento de extractos de origen natural.
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CAPITULO 1V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

La extraccion de compuestos bioactivos de la cascara de pifia con etanol al
80% en una relacion 1:20 demostrd alta eficiencia, resultando en
concentraciones de 75.59 + 0.54 mg GAE/g DW para fenoles totales y 16.67
+ 0.29 mg QE/g DW para flavonoides totales. Ademas, El analisis estadistico
revel6 que tanto el tipo de solvente como la relacion material vegetal/volumen
de disolvente tienen efectos significativos sobre la concentracion de fenoles
totales. Confirmando que el tratamiento 1 es el mas adecuado para obtener

mejores resultados de TPC y TFC en la cascara de pifia.

El extracto procedente de la cascara de pifia, demostro una destacada capacidad
antioxidante, evaluada mediante el ensayo DPPH, con un 52.27 + 1.45% de
inhibicion de radicales y 322.447 + 6.34 p mol Eq. Trolox/L. Estos resultados
sugieren una relacién directa entre la cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides y la actividad antioxidante del extracto. La eficacia del proceso de
extraccion se evidencié al seleccionar el tratamiento con etanol al 80%,
reforzando la influencia de la polaridad del solvente en la composicién y

eficacia de los metabolitos.

El extracto etandlico obtenido a partir del tratamiento 1 con una concentracion
de 75.59 £ 0.54 mg GAE/g DW para fenoles totales, exhibio propiedades
antiinflamatorias notables. La actividad antiinflamatoria se evalué mediante la

inhibicién de la desnaturalizacién de la albimina del huevo en concentraciones
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de 100, 200, 500 y 1000 pg/ml. A 1000 pg/ml, el extracto logrd una inhibicion
méxima del 73.15%, destacando su potencial. Comparativamente, el
diclofenaco de sodio, utilizado como estandar, mostré un alto porcentaje de
inhibicion del 96.78% a 1000 pg/ml y del 31.14% a 100 pg/ml. La capacidad
del extracto de céscara de pifia para reducir la desnaturalizacién de la albimina
sugiere aplicaciones potenciales en la industria alimentaria y de salud,

resaltando la importancia de valorizar los residuos agroindustriales.

La evaluacion de la vida util del extracto de céscara de pifia abordd diversos
aspectos, entre estos, la concentracion de polifenoles y flavonoides en la
actividad antioxidante y antiinflamatoria. Ademas, se establecié una
correlacion entre la estabilidad de estos compuestos y su eficacia bioldgica,
subrayando la importancia del control de pH y humedad, factores que afectan
el contenido de dichos metabolitos. En base a estas consideraciones, se estima
que la vida util del extracto se sitla en un rango de 40 a 60 dias. Sin embargo,
esta cifra representa solo un promedio, ya que la contribucion diferencial de
cada parametro y las interacciones entre ellos pueden influir en la estabilidad

general del extracto.
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4.2. Recomendaciones

Aplicar métodos no convencionales de extraccion de compuestos bioactivos,
con el fin de incrementar la concentracion de compuestos fendlicos y
flavonoides en el extracto y por ende mejorar la eficacia sus actividades
bioldgicas.

Evaluar las potenciales actividades bioldgicas del extracto aplicando métodos
in vivo para constatar los resultados obtenidos.

Mejorar las condiciones de almacenamiento del extracto durante el tiempo de
estudio de estabilidad, enfocandose principalmente en mantener la humedad

del extracto a lo largo del tiempo.

Incluir andlisis microbiol6gicos en el estudio de estabilidad con el fin
identificar otros posibles factores que podria influir en el prondéstico de la vida
atil del extracto.
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ANEXOS

ANEXO A. Curvas de calibracion para la caracterizacion de extractos.

Estandar de acido galico
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Figura 9. A: Estandar de acido galico (GAE) utilizado para la cuantificacion de

fenoles totales.
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Figura 10.A: Estandar de quercetina (QE) utilizado para la cuantificacion de

flavonoides totales.
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ANEXO B. Andlisis estadistico para la determinacién del extracto con mayor contenido

de fenoles totales

Tabla 5. B: Analisis ANOVA para el contenido de fenoles totales presentes en el extracto

procedente de la cascara de pifia.

Pruebas De Efectos Inter-Sujetos

Variable Dependiente: Concentracion
Origen Tipo lii De Suma Gl Media- . Sig.
De Cuadrados Cuadrética

Modelo Corregido 1014.833? 3 338.278 22.336  0.000
Interseccion 21934.444 1 21934.444  1448.300 0.000
Disolvente 405.673 1 405.673 26.786  0.001
Relacion 248.532 1 248.532 16.410 0.001
Disolvente * Relacion 360.628 1 360.628 23.812 0.001
Error 121.160 8 15.145

Total 23070.436 12

Total Corregido 1135.993 11

A. R Al Cuadrado = .893 (R Al Cuadrado Ajustada = .853)

60



ANEXO C. Fotografias

Figura 11.C: Secado del material vegetal utilizando un deshidratador por

conveccion.

Figura 12.C: Pesado de material vegetal: Cascara de pifia (Ananas comosus).
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Figura 13.C: Extraccion de los compuestos bioactivos utilizando Etanol al 80%

durante 30 minutos a 50 °C.

Figura 14.C: Placa de 96 pocillos: Determinacion de flavonoides totales del extracto

con mayor concentracion de polifenoles.
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Figura 15.C: Analisis de compuestos fendlicos y flavonoides totales.

Figura 16.C: Determinacion de la actividad antioxidante de cada uno de los

tratamientos aplicados.
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Figura 18.C: Desnaturalizacion de proteinas de la albumina de huevo para la

evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto.
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Figura 19.C: Determinacion del porcentaje de humedad como parte del estudio de
estabilidad.
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Figura 20.C: Elaboracion de placas para la determinacion de fenoles y flavonoides

totales.
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