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RESUMEN EJECUTIVO

El enfoque en el aprovechamiento de productos naturales ha crecido considerablemente en los Gltimos
afios debido a sus beneficios terapéuticos, entre los que destacan la actividad antioxidante y
antiinflamatoria. Los extractos vegetales representan una importante fuente de compuestos bioactivos,
como los polifenoles, que contribuyen de manera directa con estas propiedades. Sin embargo, para
asegurar la eficacia y calidad de estos extractos, es esencial determinar su tiempo de vida Util, ya que
factores como el pH, la humedad y la temperatura de almacenamiento pueden influir en la estabilidad
de estos compuestos. En este estudio se obtuvo el extracto de flor de Jamaica mediante extraccién
asistida por ultrasonido y la concentracién de polifenoles se determind por medio del método Folin-
Ciocalteu, logrando un mayor contenido de polifenoles al emplear una concentracion de etanol del 70
por ciento y con una temperatura de extraccion de 50 grados centigrados, alcanzando un valor de 62,667
miligramos de &cido galico por gramo de peso seco. Posteriormente, se evalué su capacidad
antioxidante a través del ensayo DPPH, obteniendo un 90,886 por ciento de inhibicion y con respecto a
los equivalentes de Trolox se obtuvo 221,234 micromoles por gramo de peso seco. La actividad
antioxidante fue analizada mediante el ensayo de desnaturalizacion de albimina de huevo, registrando
porcentajes de inhibicion entre 38,642 a 62,585. Finalmente, se determind que la vida atil, almacenado
en frascos de vidrio ambar bajo condiciones de refrigeracién, fue de alrededor de 32 dias, ajustandose

a un modelo cinético de primer orden con una constante de velocidad de 0,0032 por dias.

Palabras clave: Flor de Jamaica, extractos vegetales, polifenoles, actividad antioxidante, actividad

antiinflamatoria, vida util.
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ABSTRACT

The focus on the use of natural products has grown considerably in recent years due to their therapeutic
benefits, including antioxidant and anti-inflammatory activity. Plant extracts represent an important
source of bioactive compounds, such as polyphenols, which contribute directly to these properties.
However, to ensure the efficacy and quality of these extracts, it is essential to determine their shelf life,
since factors such as pH, humidity and storage temperature can influence the stability of these
compounds. In this study, the Jamaican flower extract was obtained by ultrasound-assisted extraction
and the concentration of polyphenols was determined by the Folin-Ciocalteu method, achieving a higher
polyphenol content when using an ethanol concentration of 70 percent and with an extraction
temperature of 50 degrees Celsius, reaching a value of 62,667 milligrams of gallic acid per gram of dry
weight. Subsequently, its antioxidant capacity was evaluated through the DPPH assay, obtaining 90.886
percent inhibition, and with respect to Trolox equivalents, 221.234 micromoles per gram of dry weight
were obtained. The antioxidant activity was analyzed by egg albumin denaturation assay, registering
inhibition percentages between 38.642 and 62.585. Finally, the shelf life, stored in amber glass jars
under refrigerated conditions, was determined to be about 32 days, fitting a first-order kinetic model

with a rate constant of 0.0032 per day.

Key words: Hibiscus flower, plant extracts, polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory
activity, shelf life.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Planteamiento del problemay justificacion

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta herbacea nativa de Africa que se ha adaptado
correctamente a ciertos lugares de la Costa y Amazonia ecuatoriana, debido a que es una especie que
crece en climas tropicales y subtropicales, especificamente a 25°C y a una altitud de 0 a 1400 msnm
(Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2019). La importancia de esta flor radica en en sus
cualidades medicinales y funcionales, puesto que, en su mayoria sus calices son empleados en la
obtencion de diversos beneficios (Mengo, 2019). No obstante, a pesar de poseer notables propiedades

bioldgicas, no todas las personas tienen conocimiento de ella y menos adn la incluyen en su consumo.

En los ultimos afios, diversos estudios han analizado los beneficios de consumir polifenoles para
mejorar la salud, debido al contenido de compuestos fenolicos que posee, elementos que le otorgan a
esta flor propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Nahuatt et al., 2017).
Especificamente, los polifenoles son compuestos bioactivos que poseen la capacidad de equilibrar los
radicales libres presentes en el cuerpo, dado que estos compuestos tienen efectos vasodilatadores que
ayudan a mejoran el perfil lipidico, reducir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
prevenir el deterioro celular, ayudan en el tratamiento de ciertos tipos de cancer y son capaces de regular
los procesos de apoptosis en el endotelio vascular (Quifiones et al., 2016). Ademas, los polifenoles
presentes en la flor de Jamaica contribuyen al correcto funcionamiento del transito gastrointestinal, a

través de la estimulacion de la eliminacion de liquidos y toxinas del organismo (Anaya, 2021).

Asi mismo, la flor de Jamaica posee efectos diuréticos que pueden favorecer la disminucion de la
acumulacion de liquidos y la hinchazon, contribuyendo de este modo en el alivio de la inflamacion
(Batalla-Mayoral et al., 2019). Por otra parte, los estudios de estabilidad de los polifenoles extraidos
de la flor de Jamaica, permiten asegurar que la calidad del producto se mantenga a lo largo del tiempo,
debido a que estos estudios garantizan que los compuestos bioactivos se mantengan en concentraciones

efectivas, preservando de tal forma su actividad terapéutica. También, ayudan a prevenir la degradacion



de los extractos en productos potencialmente téxicos y evitar la proliferacién de contaminantes

microbianos (Mallea et al., 2004).

Segln Guardiola y Mach (2014) los polifenoles de la flor de Jamaica pueden contribuir en el disefio
de estrategias de prevencion de enfermedades y a la promocién de estilos de vida més saludables.
Consecuentemente, en la presente investigacion se plantea evaluar la vida Gtil de un extracto con
polifenoles extraidos de la flor de Jamaica con capacidades bioldgicas lo que serviria como punto de

partida para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas y en la elaboracion de formas farmacéuticas.

1.1.2 Polifenoles

Los fenoles o también conocidos como polifenoles son metabolitos secundarios caracterizados por tener
uno o mas anillos aromaticos y al menos dos grupos hidroxilo y se encuentran ampliamente distribuidos
en raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas de plantas (Li et al., 2023). Se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y se consideran parte esencial de la dieta humana debido a sus efectos
beneficiosos para la salud. Asi mismo, se generan a través de las vias metabolicas del fenilpropanoide
y el &cido shikimico, desempefiando un papel crucial en la defensa de las plantas contribuyendo
significativamente al color, sabor y aroma de especies vegetales (Pefiarrieta et al., 2014). Por otro
lado, investigaciones epidemiolégicas manifiestan que el consumo prolongado de polifenoles derivados
de plantas podria ofrecer proteccion contra enfermedades cardiovasculares, cancer, osteoporosis,
diabetes y trastornos neurodegenerativos (Dini y Grumetto, 2022). En la Figura 1 se presenta la

conformacion estructural de un fenol.

Figural

Conformacion estructural del fenol.

OH

Nota. Adaptado de (Wade, 2018).



Segun un estudio realizado por Lépez et al. (2016) con extractos de calices de la flor de Jamaica se ha
determinado que en los tejidos de estas estructuras existe una alta concentracion de antioxidantes
fenolicos de tipo extraibles y no extraibles. Los polifenoles extraibles incluyen fenoles monoméricos,
oligomeros y algunas fracciones poliméricas, mientras que los no extraibles consisten en compuestos
de alto peso molecular, como taninos hidrolizables, proantocianidinas y ciertos polifenoles que no

logran ser extraidos por disolventes cominmente utilizados (Sayago y Goni, 2014).

Actualmente, los productos farmacoldgicos derivados de compuestos naturales que presentan una
estructura y funcionalidad singular, se consideran enfoques complementarios prometedores para la
prevencién y tratamiento de enfermedades cardiovasculares y la insuficiencia cardiaca (Hedayati et
al., 2023).

1.1.2.1 Métodos de extraccion de polifenoles en materiales vegetales

La extraccion constituye el primer proceso clave en el estudio de plantas con propiedades medicinales,
ya que permite obtener los compuestos quimicos de interés a partir de los materiales vegetales,
facilitando su posterior separacion y caracterizacion (Sasidharan et al., 2011). A su vez la seleccion
del disolvente es fundamental, teniendo en cuenta aspectos como la selectividad, la capacidad de
disolucion y la seguridad. Los disolventes mas frecuentemente empleados en los procesos de extraccion
de polifenoles son el etanol, el metanol, el agua y la acetona, ademas, basado en las caracteristicas del

compuesto que se desee aislar y extraer es posible combinar diferentes solventes (Lee et al., 2024).

El proceso de extraccidn puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales o técnicas modernas
0 no convencionales, segun la eficiencia buscada y el nivel de sensibilidad de los compuestos (Jha y
Sit, 2022). Los métodos convencionales suelen tener una extraccion limitada, lo que exige realizar
varios ciclos para obtener rendimientos adecuados, esta baja eficiencia implica tiempos de
procesamiento mas prolongados, un mayor consumo de energia y un mayor uso de disolventes lo que
reduce la sostenibilidad del proceso (Mungwari et al., 2024). Mientras que los métodos no
convencionales emplean una cantidad reducida de disolventes organicos o0 mas amigables con el medio
ambiente y que tienen baja o nula toxicidad, ademés, requieren menos consumo de energia lo que los

convierte en métodos altamente eficientes, capaces de obtener mayores rendimientos y el maximo



porcentaje de compuestos bioactivos (Awad et al., 2021). Los distintos métodos de extraccién de

compuestos bioactivos se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1

Métodos de extraccion convencionales y no convencionales de compuestos bioactivos.

Método Detalle Referencias
bibliogréaficas
Métodos convencionales
La muestra vegetal se sumerge en un recipiente con el disolvente
a emplear con o sin agitacion. Este método requiere una gran (Nguyen et al.,
Maceracion cantidad de disolvente y tiempo, ademas de ofrecer un 2024).
rendimiento de extraccion limitado.
La muestra en polvo se hierve en un recipiente cerrado con una
cantidad de agua adecuada durante aproximadamente 30 (More et al.,
Decoccion minutos o hasta que la mitad del agua se haya evaporado, este 2022).
método es adecuado Unicamente para extraer compuestos
bioactivos que sean termoestables y solubles en agua.
Método que ofrece alta eficiencia, reduciendo el tiempo y el
Soxhlet consumo de disolvente. Sin embargo, las temperaturas elevadas (Zhang et al.,
y el tiempo de extraccion prologando incrementa el riesgo de 2018).
degradacidn térmica de los compuestos.
La percolacion es un método més eficiente que la maceracion, (Zhang et al.,
Percolacion ya que se trata de un proceso continuo donde el disolvente 2018).

saturado es sustituido de forma constante por disolvente fresco.

Métodos no convencionales




Extraccion de
fluidos

supercriticos

En estas condiciones, la polaridad del disolvente se reduce
mientras que su capacidad de solubilidad aumenta facilitando

que el fluido penetre en las paredes celulares, como resultado

(Patra et al.,
2022).

(SFE) los compuestos bioactivos se disuelven y se extraen.
Extraccion Técnica que emplea microondas para mejorar la eficacia y (Ridlo et al., 2020).
asistida por eficiencia en la ruptura celular. La interaccion de las microondas
microondas genera movimiento molecular, lo que provoca friccion y calor

(MAE) en el material vegetal haciendo que los compuestos se liberen.
Extraccion Este método emplea ondas ultrasénicas que alteran los tejidos
asistida por de las células vegetales provocando la ruptura de la pared (Shen etal., 2023).
ultrasonido celular, esto mejora considerablemente la tasa de extraccion de

(UAE) compuestos en comparacion de los métodos convencionales.

Nota. Métodos cominmente utilizados en la extraccion de compuestos bioactivos.

1.1.3 Antioxidantes

1.1.3.1 Estrés oxidativo

Las distintas especies reactivas, como las ROS (especies reactivas de oxigeno) pueden dar lugar a la

condicién denominada estrés oxidativo (Carvajal, 2019).

Las ROS actiian como mensajeros intracelulares en diversas vias de sefializacion, desempefiando roles
tanto beneficiosos como dafiinos. Estas moléculas se producen como subproductos del metabolismo
celular, especialmente durante la respiracion mitocondrial. En condiciones fisioldgicas la produccién
de ROS a niveles bajas se equilibra con su eliminacion, lo que resulta fundamental para la sefializacion
y el funcionamiento celular. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, como la aterosclerosis o la
hipertension arterial la liberacion excesiva de ROS supera la capacidad antioxidante del organismo,
provocando dafio celular y eventualmente muerte celular. Por otro lado, el estrés oxidativo juega un
papel crucial en condiciones como el infarto de miocardio, la isquemia y la insuficiencia cardiaca
(Dubois-Deruy et al., 2020).



Por lo tanto, el estrés oxidativo resulta de un desequilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes
del cuerpo, contribuyendo de tal forma al envejecimiento prematuro y diversas enfermedades cronicas
(Viadaetal., 2017). Este es un proceso nocivo que puede impactar de manera negativa sobre estructuras

celulares, incluyendo membranas, lipidos, proteinas, lipoproteinas y ADN (Pizzino et al., 2017).

1.1.3.2 Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo

El estrés oxidativo, causado por un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas
de nitrogeno (RNS) y otros radicales libres dentro de las células, desempefia un papel clave en el
desarrollo y avance de diversas enfermedades (Reddy, 2023). En la Tabla 2 se describe detalladamente

varias enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Tabla 2

Enfermedades asociadas con el estrés oxidativo

Enfermedad Descripcion

El estrés oxidativo contribuye a la formacion de placa en las arterias
Enfermedades (aterosclerosis), esta acumulacion de placa puede generar
Cardiovasculares complicaciones, como la reduccion del flujo sanguineo hacia el corazén

e incluso un ataque cardiaco.

Céncer El estrés oxidativo provoca dafios en el ADN de las células sanas, lo que

puede elevar el riesgo de desarrollar cancer.

Enfermedades El exceso de radicales libres favorece la degeneracion neuronal, lo que
Neuroldgicas puede llevar de manera progresiva a padecer Alzheimer, Parkinson y

esclerosis maltiple.

Artritis Reumatoide  Los radicales libres desempefian un papel fundamental en la inflamacion

cronica gque caracteriza la artritis reumatoide.

El estrés oxidativo prologando puede generar la formacion de tejido
Enfermedad Renal cicatricial en los rifiones, afectando su capacidad para funcionar

correctamente y desencadenando insuficiencia renal.

Nota. Informacion recopilada de Pizzino et al. (2017); Cleveland Clinic (2024).



1.1.3.3 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se refiere a la capacidad de un compuesto 0 una enzima para reducir la
generacion de oxidantes o especies reactivas, el mecanismo mediante el cual se ejerce la accion
antioxidante implica la interaccion de una carga eléctrica no equilibrada con los radicales libres que
pueden ser atomos, moléculas o iones (Silvestrini et al., 2023). A esto se suma que, los compuestos
bioactivos como los polifenoles, flavonoides y acidos fen6licos son poderosos antioxidantes que juegan

un papel importante en la proteccidn celular contra el dafio oxidativo.

Ahora bien, los antioxidantes son sustancias producidas por las plantas en diversas partes de su
estructura como frutos, hojas, ramas, raices entre otras. Estos compuestos poseen grupos hidroxilo (-
OH) que estan unidos por anillos bencénicos (Zamora et al., 2018). Munteanu y Apetrei (2021)
mencionan que, segun su mecanismo de accion los antioxidantes se pueden dividir en primarios y
secundarios. Estos compuestos previenen la propagacion de las reacciones en cadena de oxidacion al
funcionar como donadores e hidrogeno o aceptores de radicales libres, formando radicales libres mas

estables.

De acuerdo con Sayago y Gofii (2014) la flor de Jamaica revela que los célices y sus residuos son las
partes mas abundantes en fibra antioxidante y compuestos fendlicos, por lo tanto, emplearlos como
ingredientes funcionales con un alto contenido de fibra antioxidante podria incrementar su valor
afladido, ademéas de proporcionar una calidad nutricional elevada en los alimentos funcionales

elaborados a partir de estas materias primas naturales.

1.1.3.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de extractos vegetales puede evaluarse empleando diversos métodos segun
las reacciones quimicas implicadas, estos ensayos de clasifican en dos categorias principales: los
basados en la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y los que dependen de la transferencia de
un Gnico electron (SET), sin embargo, algunos ensayos se clasifican de forma mixta HAT y SET

(Shahidi y Zhong, 2015). En la Tabla 3 se presenta una descripcion de los diversos tipos de ensayos

utilizados para evaluar la capacidad antioxidante.



Tabla 3

Diferentes ensayos empleados en la determinacion de la capacidad antioxidante

Ensayo de Determinacion del
capacidad Principio del método Reaccion producto final

antioxidante

DPPH Reaccién antioxidante con un radical Mixta Colorimetria
organico.
ABTS Reaccion antioxidante con un radical Mixta Colorimetria

cationico organico.

FRAP Reaccidn antioxidante con un complejo de SET Colorimetria
Fe ().
PFRAP Reduccion de ferrocianuro de potasio por SET
antioxidantes y posterior reaccion del Colorimetria

ferrocianuro de potasio Fe 3*.

CUPRAC Reduccion de Cu (1) a Cu (1) por SET Colorimetria
antioxidantes.
ORAC Reaccidn antioxidante con radicales HAT Pérdida de
peroxilo inducida por AAPH (2,2'-azobis- fluorescencia de la
2-amidino-propano). fluoresceina.

Nota. DPPH Eliminacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo; ABTS: Eliminacion del cation radical
(&cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)); FRAP: Poder antioxidante reductor férrico;
PFRAP: Poder antioxidante reductor del ferricianuro de Potasio; CUPRAC: Capacidad antioxidante
reductora del ion cuprico; ORAC: Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno. Informacion tomada
de Moharram y Youssef (2014).

Uno de los métodos mas utilizados para la evaluacion de la capacidad antioxidante de extractos
vegetales es el ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), puesto que es un método rapido, sencillo,
asequible, valido, preciso y muy empleado en la evaluacion de antioxidantes, debido a que el compuesto

radical es estable y no requiere ser generado (Baliyan et al., 2022).

Por otro lado, este método destaca por permitir la reaccion de la muestra con DPPH en una mezcla de
metanol — agua lo que facilita la extraccion de los compuestos antioxidantes presentes. A diferencia de

otros métodos que pueden estar limitados a compuestos solubles en solventes especificos este ensayo



es versatil pudiéndose emplear en solventes acuosos, organicos y no polares, lo que lo hace adecuado
para analizar antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos, sumado a esto, el ensayo DPPH reacciona con

la totalidad de la muestra e incluso con los antioxidantes més débiles (Kedare et al., 2011).

1.1.4 Antiinflamatorios

1.1.4.1 Inflamacion y capacidad antiinflamatoria.

La inflamacion constituye una respuesta compleja que tiene el propésito de eliminar estimulos dafiinos
provenientes del entorno interno y externo del huésped. La inflamacion se inicia cuando el cuerpo
detecta una lesion, infeccidén o presencia de agentes extrafios como virus o bacterias, en respuesta a
estos estimulos, las células del sistema inmunoldgico liberan sustancias quimicas, como histaminas,
prostaglandinas y citocinas, las cuales desencadenan una serie de procesos en el tejido afectado, estos
incluyen la dilatacion de los vasos sanguineos para incrementar el flujo de sangre hacia la zona dafiada,

provocando enrojecimiento y aumento de la temperatura local (Estrada et al., 2018).

Los extractos vegetales se han empleado como agentes terapéuticos naturales en el tratamiento de la
inflamacion, la cual se caracteriza por una produccion excesiva de mediadores inflamatorios, como las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y las citoquinas proinflamatorias (Rodriguez-Yoldi, 2021). El
potencial que tiene un extracto natural para disminuir la reaccion inflamatoria del cuerpo se conoce

como capacidad antiinflamatoria (Narayanaswamy y Veeraragavan, 2020).

Por otra parte, una reaccién inflamatoria normal se caracteriza por la llegada de leucocitos y la
liberacién de mediadores inflamatorios en el lugar de la lesién, lo que eventualmente se controlara con
la accidn de mediadores antiinflamatorios (Sanchez y Hernandez, 2011). En consecuencia, en varios
casos es necesario suministrar medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) que disminuyen
el dolor y la inflamacion al inhibir el metabolismo del &cido araquidonico a través de la enzima
ciclooxigenasa. No obstante, su uso esta limitado en términos de dosificacion y frecuencia debido a su
alto potencial de toxicidad gastrointestinal y hepatica, es por esto que los extractos de flor de Jamaica
resultan ser una alternativa natural para sustituir estos medicamentos (Geeganage y Gunathilaka,
2024).



1.1.4.2 Métodos para evaluar la capacidad antiinflamatoria

La capacidad que tiene un compuesto para reducir la inflamacién puede evaluarse a través de diversos
métodos, ya sea mediante estudios in vitro o in vivo (Shaikh et al., 2015). Dentro de los métodos in
vivo se establece el modelo de Edema de pata de rata inducido por carregina, cuyo fundamento se basa
en inyectar una cantidad de carregina en el tejido subplantar de la pata de rata y medir la inflamacion
provocada, ademas se emplea un farmaco antiinflamatorio estandar para calcular el porcentaje de
inhibicién que este genera (Meshram et al., 2016). Por otro lado, también se encuentra el método de
Edema de oido inducido por aceite de croton, el edema se genera aplicando aceite de croton y el grosor
generado se mide antes del tratamiento y varias horas después de inducir la inflamaciéon (Almeida,
2019). Sin embargo, el incremento significativo de los costos y cuestiones éticas con el uso de modelos
animales han impulsado el desarrollo de métodos in vitro para la investigacion de nuevos farmacos
(Van Norman, 2019).

Entre los métodos in vitro, la desnaturalizacion de la albumina de huevo es uno de los métodos mas
empleados para evaluar el potencial antiinflamatorio de extractos de plantas, en el cual se analiza la
capacidad de los compuestos para impedir la desnaturalizacién de proteinas. En consecuencia, los
compuestos que lograr inhibir este proceso son considerados como potencialmente valiosos debido a su
posible actividad antiinflamatoria (Chaiya et al., 2022). Segin Madhuranga y Samarakoon (2023),
la desnaturalizacién sucede cuando una proteina cambia su estructura y pierde su actividad bioldgica,
este fendmeno se produce al exponer la proteina a extremos de calor, pH u otros agentes

desnaturalizantes.

1.1.5 Descripcion de la planta

La flor de Jamaica de nombre cientifico Hibiscus sabdariffa L., es una planta perteneciente a la familia
botanica Malvaceae, crece y se desarrolla hasta llegar a una altura méxima de 3 m. Presenta hojas
alternas en el tallo, con una forma tri o pentalobulada y una longitud de aproximadamente 15 cm. Las
flores poseen un diametro que varia entre 8 y 10 cm, la parte basal de las flores exhibe un tono rojo que
se desvanece hacia los extremos, mostrando un color mas claro. Sin embargo, lo que méas destaca de
esta flor es el caliz, el mismo que presenta un tono rojo intenso llamativo, ademas es carnoso y contiene
una notable cantidad de &cido malico y de compuestos bioactivos (Secretaria de Agricultura y

Desarrollo Rural, 2021). Asi mismo, la flor de Jamaica es una fuente natural de fibra con propiedades
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antioxidantes, antiinflamatorias, antisépticas, purgativas, diuréticas, astringentes, emolientes y sedantes

(Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2016).

1.1.5.1 Origeny usos

La flor de Jamaica es originaria de Africa tropical, desde Egipto y Sudéan hasta Senegal. Sin embargo,
debido a sus propiedades medicinales o su agradable sabor en infusion, se cultiva también en otras
regiones favorables como el sudeste de Asia, Centroamérica y el Caribe (Castro, 2018). Por otro lado,
esta planta se desarrolla en localidades con condiciones de sequedad, mostrando una notable capacidad
de ajuste a entornos tropicales y semi tropicales. Sin embargo, es una especie delicada en términos
climéticos, demostrando sensibilidad a ciertas condiciones, es bastante resistente al frio y puede
adaptarse eficientemente a areas con climas templados (Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera, 2016).

Esta flor posee diversos usos, entre los cuales destacan tres, en el area culinaria, se la utiliza para hacer
infusiones, bebidas refrescantes, mermeladas, salsas y conservas. En el ambito medicinal, se le atribuye
propiedades diuréticas, antiinflamatorias, antioxidantes y antihipertensivas, ademas de ser usada
tradicionalmente para aliviar problemas digestivos y resfriados. Finalmente, en la industria los
pigmentos derivados de la flor de Jamaica se utilizan como colorantes naturales en la formulacion de

alimentos y productos cosméticos (Gonzélez, 2020).

1.1.5.2 Clasificacion Taxondmica

Segln Sayago et al. (2018) la taxonomia de la flor de Jamaica se clasifica de la siguiente manera:
Tabla 4

Clasificacion Taxonémica de la flor de Jamaica

Nombre cientifico Hibiscus sabdariffa
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Anthophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvéacea
Género Hibiscus
Especie Sabdariffa Linn

Nota. Informacién tomada de Sayago et al. (2018).
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1.1.5.3 Valor nutricional

De acuerdo a estudios realizados por Hernandez y Lépez (2019) ; Sayago y Gofii (2014), los célices

de la flor de Jamaica presentan los siguientes componentes:

Tabla 5

Composicion proximal de calices de la flor de Jamaica (100 g)

Composicion Cantidad
Proteinas 199
Grasas 01g
Carbohidratos 12,3 ¢
Fibra 2,39
Vitamina C 14 mg
[-caroteno 300 pg
Calcio 1,72 mg
Hierro 57 mg
Polifenoles 66 mg/1000 mL

Nota. Informacién tomada de (Hernandez y Lépez, 2019 ; Sadyago y Gofi, 2014).

1.1.6 Vida util

La vida util se define como el tiempo necesario para que se produzca una degradacién del 10% de un
compuesto bioactivo, mientras que la vida media de una reaccion corresponde al tiempo requerido para

que la concentracion inicial del compuesto disminuya en un 50% (Lozano et al., 2012).

La duracién de la vida atil de un producto es crucial para asegurar la calidad y seguridad del mismo a
lo largo del tiempo (Verma et al., 2021). Es por esto que, Ecuador al estar regulado por el ARCSA,
sigue un conjunto de directrices y normativas internacionales para evaluar los productos farmacéuticos.
Esto incluye la guia cientifica del ICH, particularmente la norma Q1lA(R2) que se centra en la
estabilidad de las sustancias y productos farmacéuticos nuevos. Aungue esta norma no aborda
especificamente a los extractos naturales, presenta recomendaciones generales. Entre estas
recomendaciones se aborda el disefio del estudio de estabilidad, esencial para estimar la duracion del
producto, implicando la seleccién apropiada de las condiciones de almacenamiento y seguridad

(European Medicines Agency, 2003).
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La vida util de los productos esta estrechamente relacionada con las condiciones de almacenamiento,
las cuales pueden proporcionar un ambiente favorable o desfavorable para el desarrollo de patdégenos y

microorganismos responsables de la descomposicion (Sattar et al., 2020).

1.1.6.1 Factores que afectan la degradacién de los compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos presentes en plantas, frutas verduras y especias son altamente susceptibles
a degradarse debido a diversos factores como la accién de enzimas, tratamientos térmicos, variaciones
de pH, procesos de oxidacion, exposicion a la luz o hidrélisis. Entre las principales reacciones de
degradacién de compuestos se encuentran la oxidacion de fenoles, flavonoides, glucésidos y la

oxidacién e hidrolisis de la vitamina C y de ésteres (EIGamal et al., 2023).

Por otro lado, se recomienda el uso de frascos de color &mbar para almacenar extractos de plantas y
evitar la degradacion, estos frascos estan especificamente disefiados para contener soluciones sensibles
a la luz. La caracteristica principal de estos envases radica en que estan fabricados con vidrio de
borosilicato de tonalidad &mbar, lo cual impide la penetracion de la luz y protege asi las sustancias

vegetales de los efectos nocivos de los rayos UV (Mariaki et al., 2016).

1.1.7 Cinética de degradacion

La degradacién de extractos naturales puede seguir diferentes érdenes de reaccion, dependiendo de la
naturaleza de los compuestos y las condiciones en las que se encuentra, entre los que se identifican:
orden cero y primer orden (Palazén et al., 2002). En las reacciones de orden cero la descompaosicion
de los compuestos ocurre de manera independiente a su concentracion, mientras que en las reacciones
de primer orden estan directamente relacionadas con la concentracion de los reactivos, ademas, este
tipo de orden de reaccidon es uno de los mas comunes dentro de la cinética de degradacion de extractos

naturales (Lozano et al., 2012).

Lozano et al. (2012) mencionan que determinar la vida Gtil de un producto es fundamental, por otro
lado, las pruebas de estabilidad estan regidas por las normas ICH, cuyo objetivo es garantizar que el

producto mantenga su calidad, seguridad y eficacia.
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En la Tabla 6 se presentan las ecuaciones correspondientes a los distintos ordenes de reaccion de

degradacién, las mismas que se emplearon en la determinacién del tiempo de vida util.

Tabla 6

Factores cinéticos relacionados a los diferentes ordenes de reaccion de degradacion

Orden de reaccion Vida media Vida util
. _IFlo . _O1lFl,

Orden cero 12~ 2k, 10% = 7
_ In2 0,104
Primer Orden tijg =5— t10yp = —

k4 kq

Nota. k = Constante de velocidad y F = Concentracion del compuesto de interés. Informacion tomada

de (Lozano et al., 2012).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Evaluar la vida atil de un extracto con polifenoles procedentes de la flor de Jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.) obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Extraer los polifenoles de la flor de Jamaica mediante extraccion asistida por ultrasonido.

o Determinar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria del extracto obtenido con mayor

concentracion de polifenoles.

o Estimar el tiempo de vida til del extracto obtenido con alto contenido de polifenoles.
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1.3 Hipdtesis

1.3.1 Hipotesis nula

La vida util del extracto con polifenoles de la flor de Jamaica obtenido mediante extraccion asistida por

ultrasonido con capacidad antioxidante y antiinflamatoria no varia significativamente con el tiempo.

1.3.2 Hipdtesis alternativa

La vida util del extracto con polifenoles de la flor de Jamaica obtenido mediante extraccion asistida por

ultrasonido con capacidad antioxidante y antiinflamatoria varia significativamente con el tiempo.

1.3.3 Variables

1.3.3.1 Variable dependiente

e Concentracion de polifenoles

1.3.3.2 Variables independientes

e Concentracion del solvente utilizado en la extraccion.

e Temperatura de extraccion.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

El presente trabajo de titulacion se llevo a cabo en los laboratorios de la UODIDE de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. En las Tablas
7, 8 'y 9 se enlistan los equipos, reactivos y material fungible que se emplearon durante esta

investigacion.

Tabla 7

Equipos de laboratorio utilizados.

Equipos Cantidad
Estufa (Binder ED400) 1
Balanza analitica (Ohaus N13M1U) 1
Bafio ultrasénico (Branson CPX2800H) 1
Espectrofotometro (Fisher Scientific ACCUSKAN GO) 1
Incubadora (Memmert IN30) 1
Centrifuga (Rotina 380) 1
Bafio Maria (Wisebath WSB-18) 1
pH metro (METTLER TOLEDO SEVEN COMPACT) 1
Balanza de humedad (KERN MLS50-3) 1
Refrigerador (Indurama N2BES8U) 1

Tabla 8

Reactivos de laboratorio utilizados.

Reactivo Cantidad
Etanol 96% 6L
Reactivo de Folin - Ciocalteu 8 mL
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Carbonato de sodio 7% 100 mL
Acido galico 0,019
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) 0,0118 g
Metanol 500 mL
Trolox 0,0125¢g
Tampon fosfato salino (PBS) 100 mL
Diclofenaco de sodio 100 mg
Tabla 9
Materiales fungibles de laboratorio utilizados.
Material Cantidad
Fundas Ziploc 3
Papel industrial 1
Paguete de papel aluminio 2
Balon de aforo 100 mL 1
Matraz Erlenmeyer 250 mL 4
Tubos Eppendorf 15
Tubos de ensayo con tapa rosca 10
Papel filtro 3 pliegos
Micropipeta de 96 pocillos 1
Vasos de precipitacién (50, 250 y 1000 mL) 5
Probeta volumetrica 50 mL 1
Micropipetas (10-100, 20-200 y 1000 uL) 1
Mortero y pistilo 1
Tubos Falcon 4

Gradilla




Frascos de vidrio color &mbar 10

Huevos 6

2.1 Métodos

2.1.1 Extraccion de compuestos fenélicos de la flor de Jamaica mediante extraccién

asistida por ultrasonido.

2.1.1.1 Obtencidon de la materia prima

Las flores de Jamaica empleadas, fueron adquiridas en el Centro naturista “Narcisa de Jestis” ubicado
en las calles Eugenio Espejo y Juan Benigno Vela. Las flores que se utilizaron fueron frescas y
posteriormente trasladadas a los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia para su andlisis. Las flores fueron recolectadas en su etapa de floracion plena, ya que
aqui han alcanzado su méaxima concentracion de compuestos bioactivos y ser recogidas antes de que se
vuelvan marrones para conservar su frescura y calidad (Tutus, 2018). Adicional a esto, se revisd que
las flores adquiridas al momento de su compra ain mantengan un color rojo oscuro intenso asegurando

de tal forma su calidad, esto se evalué visualmente, tomando como referencia la Figura 2.

Figura 2

Color de referencia de la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L).

Nota. Tonalidad para la eleccién del material vegetal para el estudio. Informacion tomada de Sayago
et al. (2018)

19



2.1.1.2 Preparacion del material vegetal

Para la preparacion del material vegetal a utilizar se inici6 lavando cuidadosamente con agua destilada
cada una de las flores de Jamaica para eliminar cualquier tipo de impureza que pueda interferir en la
ejecucion del posterior estudio. Posteriormente, las flores se expusieron a una fase de secado en una
estufa (Binder ED400) a 30°C por un periodo de 40 horas. Se seleccioné dicha temperatura, debido a
que, en un analisis realizado por Efosa et al. (2023) obtuvieron una mayor concentracién de polifenoles
y actividad antioxidante a una temperatura de secado de 30°C, resultando ser el mejor tratamiento del

estudio realizado.

Finalmente, las flores secas fueron molidas con ayuda de un procesador de alimentos hasta obtener
pequefias particulas y se conservaron dentro de bolsas herméticas a una temperatura que oscile entre 15

y 25°C, en un ambiente, fresco, seco y obscuro (Batalla-Mayoral et al., 2019).

2.1.1.3 Extraccion de compuestos fendlicos

Para la extraccién de los polifenoles se tomd como referencia la metodologia descrita por Garcia-
Santoyo et al. (2020) con modificaciones. Se inici6 pesando 6 g del polvo de los célices secos de las
flores de Jamaica en una balanza analitica, posterior al pesaje se colocd el contenido en un vaso de
precipitado. Se prepararon los solventes en balones de aforo de 1000 mL empleando distintas

concentraciones de etanol y agua (50:50 y 70:30 %) v/v y a dos diferentes temperaturas (30 y 50°C).

Posterior a esto, se colocd 25 mL de cada disolvente en matraces Erlenmeyer, se mezcl6 con los 6 g del
polvo de los célices secos, a continuacion, los vasos fueron colocados en un bafio ultrasénico a cada
una de las temperaturas propuestas, (30 y 50°C) por 40 min. Se tomd este tiempo, debido a que, un
estudio publicado por Rojas et al. (2019) comprobaron que la mayor parte de los polifenoles de especies
vegetales se extraen eficientemente entre los primeros 30 y 40 minutos de contacto con el etanol
empleando una extraccion asistida por ultrasonido, en comparacion con otros tiempos de extraccion
evaluados en su estudio. Finalmente, se filtrd la muestra con ayuda de papel filtro el sobrenadante y se
almaceno el contenido en frascos &mbar cubiertos totalmente con papel aluminio para evitar que la luz

produzca alteraciones en el contenido.
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2.1.1.4 Cuantificacion de polifenoles

Se determind el contenido total de compuestos fendlicos a los extractos obtenidos con ayuda del reactivo
Folin — Ciocalteu y siguiendo la metodologia propuesta por Cornejo y Parraga (2021). Para lo cual se
tomé 10 pL del extracto de flor de Jamaica diluido (1:20) y se mezcl6 con 130 pL de agua destilada,
seguidamente se afiadié 10 pL del reactivo Folin — Ciocalteu y se dej6 reposar por 6 minutos. Posterior
a esto, se afladié 100 pL de carbonato sddico al 7% y se incubd por 90 minutos. Una vez finalizado el
tiempo, se midio la absorbancia a 750 nm con ayuda de un espectrofotémetro. Para esto, se realizd una
curva de calibracion con soluciones secuenciales de &cido gélico (GAE) que fueron desde 10 a 100
pg/mL, finalmente el contenido total de polifenoles se expres6 en forma de miligramos de acido galico
por gramos de peso seco de la muestra (mg GAE/ g DW). Todas las mediciones se realizaron por

triplicado.

2.1.1.5 Analisis estadistico

Se emple6 un disefio experimental 22, es decir, dos factores con dos niveles cada uno. Los factores que

se evaluaron fueron la concentracién del disolvente y la temperatura que se utiliz6 en la extraccion.

De forma detallada, los niveles analizados para el factor concentracién del disolvente fueron: etanol y
agua (50:50 y 70:30 %) v/v y dos diferentes temperaturas de extraccién (30 y 50°C). Para determinar
como estos factores afectaron a la concentracion total de polifenoles se utilizé el paquete estadistico
Minitab en su version gratuita, por medio de un analisis de varianza ANOVA aplicando un nivel de la
significancia de p < 0.05, en donde se consideraron diferencias estadisticamente relevantes cuando el

valor p sea mayor al nivel de significancia.

2.1.2 Determinacién de la capacidad antioxidante y antiinflamatoria del extracto
utilizando el método DPPH e inhibicién de la desnaturalizacién de albumina de

huevo

El andlisis de la capacidad antioxidante y antiinflamatoria se realizd al extracto con mayor

concentracion de polifenoles que se obtuvo del analisis estadistico.
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2.1.2.1 Analisis de la capacidad antioxidante de los polifenoles empleando el método
DPPH (2,2 diphenil-1-1-picrylhdrazil)

Para medir la capacidad antioxidante del extracto de la flor de Jamaica se sigui6 la metodologia disefiada
por Bobo-Garcia et al. (2014) con modificaciones. Para esto, se emple6 una microplaca con 96 pocillos
y se inici6 colocando 20 pL del extracto diluido juntamente con 180 pL de solucion DPPH, en una
concentracion de metanol — agua (80:20) a una concentracién de 150 pmol Ly se agit6 vigorosamente
por 1 min. Se dej6 incubar la microplaca por 45 min en un lugar oscuro a temperatura ambiente y se
procedié a medir la absorbancia a 515 nm. Posterior a esto, se elabord una curva de calibracion de
Trolox de 50 a 500 umol/ L. Cada uno de los analisis se los realiz6 por triplicado y los resultados se

presentaron como porcentaje de inhibicion de la muestra y actividad equivalente a Trolox (umol/g PS).

Para el blanco se emple6 180 uL de la mezcla de metanol — agua con 20 pL de agua destilada,
finalmente, para el control se mezclé 180 puL del reactivo DPPH y 20 pL de agua destilada, mientras
que para la muestra se empled 180 pL de DPPH con 20 pL del extracto. Para el calculo del porcentaje

de inhibicidn del DPPH se utiliz6 la Ecuacion 1empleada por el autor antes citado.

A iy
% Inhibicién DPPH = [1 - ( muestra bl“"“)] £ 100

Acontrol - Ablanco

Ecuacién 1. Determinacion del porcentaje de inhibicion.
En donde:
A muestra = Absorbancia de la muestra.
A vianco = Absorbancia del blanco.

A controi= Absorbancia del control.

2.1.2.2 Determinacion de la capacidad antiinflamatoria del extracto obtenido

mediante la Inhibicion de la desnaturalizacion de albUmina de huevo.

Para la determinacion de la actividad antiinflamatoria del extracto de la flor de Jamaica con mayor
concentracion de polifenoles se utilizo como modelo la prueba de la Inhibicidn de la desnaturalizacion
de albumina de huevo. Puesto que, Yesmin et al. (2020) manifiestan que las enfermedades

inflamatorias y artriticas estan asociadas con la desnaturalizacién de proteinas y la generacién de
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autoantigenos en diversas enfermedades inflamatorias y artriticas, lo que sugiere que el proceso de

desnaturalizacion in vivo podria ser el responsable de la aparicién de dichas enfermedades.

Para esto, se siguié la metodologia descrita por Yesmin et al. (2020), con modificaciones y adaptada a
la muestra de estudio. En primer lugar, se procedi6 a obtener la albimina de huevo, para lo cual se
separd la clara de la yema y se la deposito en un vaso de precipitacion, seguidamente se coloc6 100 mL
de agua destilada a la clara de huevo y se agit6 vigorosamente hasta que se forme un precipitado
(ovoglobulinas). Posterior a esto, se coloc6 la muestra en tubos falcon de 50 mL y se centrifugo por 10

min a 4000 rpm, se conservo el sobrenadante (ovoalbimina).

Para iniciar con la prueba de desnaturalizacion se necesit6 un tubo de ensayo con su respectiva tapa, en
donde se colocd 0,2 mL de albumina de huevo con 2,8 mL de solucion salina tamponada con fosfato
(PBS pH 6,4) y 2 mL del extracto con polifenoles de la flor de Jamaica, en este caso se emple6 agua
destilada como control. Seguidamente, se incubaron todas las muestras a 37°C por 15 min y se midio
la absorbancia a 660 nm antes de someter las muestras al proceso de desnaturalizacion. Después, se
procedi6 a inducir la desnaturalizacion de las muestras colocandolas a 70°C en bafio maria por 5 min,
se dejo enfriar la muestra y se midi6 la turbidez a 660 nm mediante un espectrofotometro. Finalmente,
se empled como control positivo una concentracion de diclofenaco (50 mg/mL) y se preparo distintas
diluciones (100, 200, 500 y 1000 ug/mL), cada ensayo se realiz6 por triplicado. Para calcular el

porcentaje de inhibicion se aplico la siguiente ecuacion:

A —Ag
% Inhibicién = [1 _ (A calentada sin calentar )] +100

control calentado — Asin calentar

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje de inhibicion.

En donde:
A calentada = Absorbancia de la muestra posterior a la desnaturalizacion.
A sin catentar = Absorbancia de la muestra previa a la desnaturalizacion.

A control calentado = AbSorbancia del control posterior a la desnaturalizacion.
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2.1.3 Estimacion del tiempo de vida util del extracto con alto contenido de polifenoles.

Después de determinar las actividades bioldgicas, se procedio a evaluar el tiempo de vida util del
extracto con mayor contenido de polifenoles de la flor de Jamaica. Seguidamente, se almacend en
frascos de vidrio ambar, a temperatura ambiente, durante un periodo de estudio de un mes. Debido a
gue, la norma internacional del ICH, especialmente la QLA(R2), detalla que los estudios de estabilidad
a corto plazo se utilizan para proporcionar informacion inicial sobre la estabilidad de un producto,
especialmente cuando se estan desarrollando nuevas formulaciones o en estudios piloto (European
Medicines Agency, 2003).

En este apartado, se llevo a cabo analisis de diversos pardmetros entre los que se incluyeron: pH,
humedad del extracto, determinacion de solidos totales, contenido total de polifenoles y capacidad

antioxidante y antiinflamatoria.

2.1.3.1 Analisis de humedad y porcentaje de solidos solubles totales

Para determinar el porcentaje de humedad del extracto se tomaron 2,5 mL del extracto y se colocaron
en una termobalanza de humedad, seguidamente se registraron los datos por triplicado y se llevaron a
cabo controles en los tiempos 0, 7, 15, 21 y 30 dias. Por otro lado, el porcentaje de sélidos solubles
totales (SST) se calculd a partir del valor obtenido de la humedad (H) que refleja el equipo restandole
el 100%, este parametro resulta importante dentro del estudio, debido a que es un indicativo de la

cantidad de compuestos presentes en el extracto (Li et al., 2010).

SS5T% =100 —% H

Ecuacion 3. Determinacion del porcentaje de solidos solubles totales.

2.1.3.2 Andlisis del pH

Se utilizé un método potenciométrico para determinar la alcalinidad o acidez del extracto. En donde, se
tomé 10 mL del extracto de flor de Jamaica y se colocd en un vaso de precipitado, posterior a esto se
midié el pH con ayuda de un potencidmetro. Todas las mediciones se efectuaron por triplicado cada 7
dias durante un mes (0, 7, 15, 21 y 30 dias).
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2.1.3.3 Andlisis del contenido total de polifenoles

Para analizar el contenido total de polifenoles del extracto de flor de Jamaica se realiz6 un analisis por
triplicado siguiendo la metodologia planteada en el apartado 6.1.4, cada 7 dias por un periodo de un
mes (0, 7, 15, 21 y 30 dias).

2.1.3.4 Andlisis de la capacidad antioxidante

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del extracto se siguid la metodologia que se muestra

en el apartado 6.2.1, y se realiz6 un analisis por triplicado cada 15 dias por un periodo de un mes.

2.1.3.5 Andlisis de la capacidad antiinflamatoria

La determinacion de la capacidad antinflamatoria del extracto se realiz6 de acuerdo a la metodologia

establecida en el apartado 6.2.2, y se efectud un analisis por triplicado cada 15 dias por un mes.

2.1.3.6 Determinacion de la cinética de reacciéon

Se establecié la cinética de reaccidn a partir de los valores obtenidos de la concentracion de polifenoles
en el tiempo, para esto se determiné el orden de reaccién que puede ser orden cero u orden uno. Se
analizardn unicamente dos de los tres érdenes de reaccion existentes, dado que la evaluacion de una

reaccion de segundo orden requiere de dos reactivos (Lozano et al., 2012).

Para comprobar si es orden cero se realizé la grafica de concentracion de polifenoles en el tiempo,

donde la pendiente es igual a la constante de velocidad de degradacién, siguiendo la siguiente ecuacion.
[F] = [Flo — kot
Ecuacion 4. Reaccion de orden cero

Mientras que, para comprobar si la reaccion es de primer orden se grafico el logaritmo de la
concentracion de polifenoles en el tiempo, en donde la pendiente es igual a k1 /2,303, de acuerdo con

la ecuacion 5.

kot
2,303

log[F] = log[F]o —
Ecuacion 5. Reaccion de primer orden
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Por lo tanto, para las dos ecuaciones que se obtengan se determiné el coeficiente de determinacién (R?),
en donde, el resultado que sea mas cercano a 1 se seleccioné como orden de la reaccion. Ademas, se

calcul6 el tiempo de vida atil y el tiempo de vida media siguiendo las expresiones de la Tabla 5.

2.1.3.7 Analisis de datos

Para evaluar la vida atil del extracto con mayor contenido de polifenoles extraidos de la flor de Jamaica
se realiz6 comparaciones de medias entre todos los datos obtenidos de contenido de polifenoles, pH,
analisis de humedad, actividad antioxidante y antiinflamatoria empleando el software estadistico
Minitab version 17 gratuita, en donde, se llevd a cabo un andlisis con un nivel de significancia del 95%

por triplicado.
Ademas, para confirmar los resultados proporcionados por el software, se elaboraron graficas de la

concentracion de polifenoles con el tiempo. A partir de la pendiente de estas gréaficas, se determind la

velocidad de reaccidn, lo que permitio calcular tanto la vida media como la vida til del extracto.
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CAPITULO IIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Extraccion de compuestos fenolicos de la flor de Jamaica mediante extraccion
asistida por ultrasonido.

La extraccion de compuestos fendlicos procedentes de la flor de Jamaica se llevo a cabo utilizando el
método de extraccidn asistida por ultrasonido, puesto que es una tecnologia que brinda procesos mas
eficientes en términos de energia, ambientalmente amigables y considerablemente mas limpios, con
respecto a los métodos convencionales (Mehta et al., 2022). Puesto que, este método aprovecha la
energia de las ondas sonoras que se transmiten a través del material creando un efecto de cavitacion en
el disolvente, provocando un movimiento acelerado de las moléculas y un ingreso mas eficiente del
disolvente en la matriz vegetal facilitando la liberacion de los compuestos deseados (Paraiso et al.,
2019).

Dentro de los disolventes més utilizados en la extraccion de compuestos bioactivos se encuentran el
etanol, el metanol y la acetona. Sin embargo, en el presente trabajo se emple6 etanol como disolvente
para la extraccion de polifenoles, debido a que estudios realizados por Singh et al. (2021) sefialan que
el tratamiento con etanol extrajo una cantidad significativamente mayor de polifenoles de los calices de
flor de Jamaica en comparacion con el agua. Segun Haminiuk et al. (2014) los polifenoles tienden a
disolventes organicos con menor polaridad que el agua, ya que su solubilidad esta influenciada por las

caracteristicas polares de estos compuestos, siendo el etanol menos polar que el agua.

Ademas, un estudio realizado por Kelber et al. (2017) mencionan que el etanol resulta ser menos toxico
que otros disolventes como el metanol y la acetona, lo que lo hace mas seguro, especialmente si va a
destinarse a aplicaciones alimentarias y farmacéuticas. Por lo tanto, se prepararon distintas
concentraciones de etanol (50 — 50% y 70 — 30%) y se varid las temperaturas de extraccion (30° y 50°

C), resultando en 4 tratamientos.

3.1.1.1 Cuantificacion de polifenoles de los extractos obtenidos

La cuantificacion de los polifenoles presentes en los extractos derivados de flor de Jamaica en relacion

a los cuatro tratamientos definidos, se llevé a cabo utilizando una curva de calibracién con é&cido galico
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(Anexo 3), misma que reflejo la ecuacion de regresion lineal y = 0,0029(x) + 0,0746 con un
coeficiente de determinacion R? = 0,9989. En la Tabla 10 se presentan las distintas concentraciones

de polifenoles obtenidas en cada uno de los tratamientos.

Tabla 10

Concentracion de polifenoles extraidos de los extractos obtenidos a partir de la flor de Jamaica.

Tratamientos Concentracion de Temperatura de Contenido de
etanol extraccion polifenoles totales (mg
GAE/g PS)
1 50% 30°C 35,655 + 0,597
2 70% 30°C 53,931 + 6,651
3 50% 50°C 49,563 + 0,527
4 70% 50°C 62,667 + 1,305

Nota. Los valores obtenidos corresponden al promedio del contenido de polifenoles totales para cada

tratamiento + la desviacion estandar.

En la concentracion de polifenoles de cada uno de los tratamientos presentados en la Tabla 10 se
observa que el mejor tratamiento resultante fue el nimero 4 (concentracion de etanol 70 — 30% y una
temperatura de extraccién 50°C) con un valor de 62,667 + 1,305 mg GAE/g PS, mientras que el
tratamiento 1 (concentracion de etanol 50 — 50% y una temperatura de extraccion 30°C) presentd un
rendimiento inferior en comparacion con los demas tratamientos, con un resultado de 35,655 + 0,597
mg GAE/g PS.

Por otro lado, en un estudio realizado por Sanou et al. (2023), obtuvieron 10,58 g GAE/ g PS de
contenido de polifenoles extraidos de flor de jamaica empleando la misma técnica de extraccion, sin
embargo, el valor de rendimiento menor se puede asociar al disolvente empleado que en este caso fue
agua. Asi mismo, en una investigacion realizada por Garcia-Santoyo et al. (2020), se obtuvieron
valores entre 23,54 + 3,11 y 28,88 + 5,91 mg GAE/g PS correspondientes a la concentracion de

polifenoles de la misma especie vegetal estudiada, ademas de emplear el mismo método de extraccion
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con la Unica variacion de que el disolvente empleado fue metanol. La Figura 3 muestra de manera
visual las diferencias en el contenido de polifenoles extraidos entre los distintos tratamientos. Con lo
cual, se puede inferir que la combinacion de factores del tratamiento 4 influye directamente en la

cantidad de polifenoles extraidos.

Figura 3

Contenido de polifenoles obtenidos de los extractos de flor de Jamaica en cada tratamiento.

Contenido de polifenoles en cada tratamiento
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Tratamientos

Nota. Tratamiento 1: Concentracion de etanol 50% - 30°C Temperatura de extraccién; Tratamiento 2:
Concentracion de etanol 70% - 30° C Temperatura de extraccidn; Tratamiento 3: Concentracion de
etanol 50% - 50° C Temperatura de extraccion; Tratamiento 4: Concentracion de etanol 70% - 50° C

Temperatura de extraccion.

Los valores correspondientes a la concentracién de polifenoles de los estudios realizados por Sanou et
al. (2023) y Garcia-Santoyo et al. (2020) son inferiores a los registrados en el presente estudio, esto
podria deberse a las distintas condiciones ambientales de cada pais en las que fue cultivada la flor de
Jamaica, pues segln Francini et al. (2020) los factores ambientales como la altitud, la temperatura y
la luz pueden afectar a la concentracion de compuestos bioactivos. Ademas, la seleccion del disolvente,
la temperatura y el tiempo empleado en la extraccion son factores determinantes dentro del contenido

total de compuestos fendlicos (Carreira-Casais et al., 2021).
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3.1.1.2 Andlisis estadistico

Por medio del analisis ANOVA realizado con un nivel de confianza del 95% (Anexo 7), se determino
los factores que fueron estadisticamente significativos sobre la concentracion de polifenoles de la flor
de Jamaica, los mismos que resultaron ser: (A) Concentracién de etanol y (B) Temperatura de

extraccion.

En la Figura 4, se muestra el diagrama de Pareto que refleja la influencia de los factores y sus
interacciones en el contenido de polifenoles de la flor de Jamaica. Por lo que, los factores Ay B tienen
un efecto positivo sobre el contenido de polifenoles demostrando que la concentracion de etanol y la
temperatura de extraccion influyen de forma decisiva en la extraccion, sin embargo, la interaccion de
ambos factores (AB) no muestra un efecto estadisticamente relevante, puesto que presenta un valor-p

menor a 0,05 y no supera el limite de significancia.

Figura 4

Diagrama de Pareto de la relevancia de los factores en el contenido de polifenoles del mejor extracto

de flor de Jamaica.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Contenido de polifenoles; o = 0,05)

Término 2,31
i Factor Nombre
A Concentracion de etanol
B Temperatura de extraccion
A
B
AB

0 5 10 15 20 25 30
Efecto estandarizado

Nota. Aquellos factores que exceden el limite de significancia (o = 0,05) se consideran estadisticamente

significativos.
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En la Figura 5 se observa las interacciones que tienen las variables sobre el contenido de polifenoles

de la flor de Jamaica.

Figura5

Gréfica del efecto de las variables independientes en el extracto de flor de Jamaica con mayor

contenido de polifenoles.
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La Figura 5 presenta los efectos principales de cada factor analizado, destacando que, en relacion con
la concentracion del disolvente hay una diferencia significativa en la concentracion de polifenoles con
la variacion de etanol (70 — 30%). Pues, mientras la concentracion de etanol se incrementaba el
contenido de polifenoles aumentaba significativamente. De igual manera, con relacion al efecto de la
temperatura de extraccion (50°C), mientras la temperatura se incrementaba aumentaba de manera

notoria también la concentracion de polifenoles.

Segun la investigacion de Rohmah et al. (2022) la extraccién de polifenoles depende en gran medida
de la polaridad del disolvente, puesto que el uso de disolventes puros no resulta eficiente para separar
polifenoles derivados de plantas, esto evidencia que la combinacion de agua con etanol es altamente

efectiva para la extraccion de compuestos bioactivos de origen vegetal. De igual forma, Hikmawanti
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et al. (2021) obtuvieron valores menores de extraccion en concentraciones de etanol cercanas al 100%

en comparacién con las concentraciones combinadas con agua.

En cuanto a la temperatura, Kaur y Ubeyitogullari (2023) manifiestan que las altas temperaturas de
extraccion mejoran la eficiencia de la extraccion de polifenoles de matrices vegetales, sin exceder los
limites de temperatura de entre 60-70°C, puesto que, puede llegar a existir una degradacion térmica de
los compuestos bioactivos. Ademas, las temperaturas elevadas del disolvente que no sobrepasan el
limite, facilitan la disolucién de los polisacaridos de la pared celular en el medio, debilitdndola y

permitiendo que los compuestos fendlicos se liberen con mayor facilidad (Plaskova y Mlcek, 2023).

En base al tiempo de extraccion, fue un factor que permanecio constante, siendo 40 minutos el tiempo
empleado en la extraccion. Durante el proceso de extraccion es fundamental que el tiempo de contacto
sea adecuado para permitir que el disolvente disuelva una cantidad suficiente de soluto y que el medio
alcance el equilibrio, en el método de extraccidn asistido por ultrasonido, la energia ultrasénica facilita
la ruptura de las paredes celulares del material vegetal, incrementando el contacto entre los compuestos
bioactivos y el disolvente, lo que reduce significativamente el tiempo requerido para la extraccion
(Paraiso et al., 2019).

En un estudio realizado por Xia et al. (2023) lograron el mayor contenido de polifenoles a los 40
minutos de extraccion de la especie vegetal estudiada, ademas manifiestan que extender el tiempo de
extraccion mas alld de los 60 minutos no produce valores significativos en el rendimiento de los
compuestos fendlicos, indicando que tiempos de extraccion prologados podrian ocasionar la
degradacion de polifenoles, debido a reacciones quimicas o procesos de oxidacion. Ademas, los
resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los obtenidos por Paraiso et al. (2019), en
donde al emplear el mismo método de extraccién y con la misma especie vegetal demostraron que a los
45 minutos de extraccion y con una temperatura de 65°C se consideran las mejores opciones de

extraccion de compuestos bioactivos.

La Figura 6, muestra que a medida que aumenta la concentracion de etanol y la temperatura de
extraccion el contenido de polifenoles incrementa notablemente. Las zonas mas altas de la superficie
(color mas claro) representan las combinaciones 6ptimas de concentracion de etanol y temperatura que

maximizan la extraccién de polifenoles, siendo la mejor combinacion (concentracion de etanol 70 —
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30% y a una temperatura de extraccion de 50° C), reafirmando asi los valores proporcionados en la
Tabla 9.

Figura 6

Gréfica de superficie de respuesta de las variables independientes en el extracto de flor de Jamaica

con mayor contenido de polifenoles.
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3.1.2 Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto obtenido con mayor

concentracion de polifenoles.

Para la determinacion de la actividad antioxidante del extracto de flor de Jamaica se empled el ensayo
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), debido a que es un método ampliamente utilizado, rapido, sencillo
y accesible para medir propiedades antioxidantes Baliyan et al. (2022). Basado en el uso de radicales
libres para evaluar el potencial antioxidante de moléculas puras, especialmente extractos de plantas o
compuestos fendlicos (Gulcin y Alwasel, 2023). Por otro lado, se ha revelado que los polifenoles son
potentes antioxidantes capaces de neutralizar los radicales libres mediante la donacién de un electrén o
un dtomo de hidrégeno. Incluso, se ha demostrado que los polifenoles son los principales responsables

de las actividades antioxidantes totales presentes en matrices vegetales (Tsao, 2010).

33



Enla Tabla 11 se presentan los resultados correspondientes al porcentaje de inhibicién del DPPH, junto
con valores expresados en equivalentes de Trolox. Para ello, se utilizd la ecuacién de regresion lineal
obtenida de la curva de calibracion de Trolox y = 0,1494 (Trolox) + 8,2551, la misma que presento

un coeficiente de determinacion R? = 0,9984 (Anexo 9).

Tabla 11

Actividad antioxidante del mejor extracto de flor de Jamaica.

Concentracion ~ Temperatura de % Inhibicion de radical umol Eq. Trolox/g
de etanol extraccion DPPH
70 —30% 50°C 90,886 + 0,443 221,234 £1,190

Nota. Los resultados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar.

El extracto de flor de Jamaica mostr6 un porcentaje de inhibicién del 90,886 + 0,443% con 221, 234 +
1,190 de umoles equivalentes de Trolox/g, lo que demuestra que los polifenoles recuperados exhibieron
una elevada actividad antioxidante. El resultado obtenido en este estudio es comparable al reportado
por Peredo et al. (2020), puesto que en su analisis se determin6 que el extracto de flor de Jamaica

presentd un porcentaje de inhibicién del 74,580%, inferior al reportado en este estudio

Por otro lado, en un estudio realizado por Rassem et al. (2024) reportaron resultados concernientes al
porcentaje de inhibicion de DPPH de 72,97 + 0,1% en una extraccién con metanol y 86,24 + 0,5, en
una extraccién con agua, siendo inferiores a los datos obtenidos en el presente estudio. Asi mismo, una
investigacion efectuada por Sirag et al. (2014) obtuvo 86 % de inhibicién de DPPH. Mientras que en
el estudio realizado por Obouayeba et al. (2014) obtuvieron un valor concerniente al porcentaje de

inhibicién de DPPH de 97%, siendo el valor mas cercano del estudio en mencién.

Los resultados obtenidos muestran valores comparables a los reportados en investigaciones previas,
especificamente en los porcentajes de inhibicion observados. Como muestra el estudio de Peredo et al.
(2020), en donde se obtuvieron valores menores del porcentaje de inhibicién. Es importante destacar
gue ambos estudios emplearon los mismos métodos, tanto para la extraccion como para la evaluacion

de la actividad antioxidante, sin embargo, la diferencia de resultados puede estar relacionada con la
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concentracion de etanol, puesto que en el estudio emplean una concentracién mas alta y se ha
demostrado que concentraciones cercanas a la pureza del solvente afectan el contenido de polifenoles
y por ende la capacidad antioxidante, esto se debe a que los polifenoles tienen caracteristicas polares y
el etanol en concentraciones puras resulta ser menos polar que las soluciones de etanol y agua con

polaridades intermedias (Hikmawanti et al., 2021).

Los valores registrados por Rassem et al. (2024), de igual forma, son menores a los obtenidos en el
presente estudio, la diferencia que presentan puede deberse a los disolventes empleados que fueron
metanol y agua. En el caso del metanol, aunque se ha demostrado que es eficaz para extraer compuestos
fendlicos en comparacion con el etanol y el agua (Gonzélez et al., 2012), se le puede atribuir la
variacién de resultados al método de extraccion empleado que fue hidrodestilacion asistida por
microondas (MADH), puesto que, esta es una técnica innovadora y de gran potencial que emplea
calentamiento por microondas para extraer mayoritariamente aceites esenciales de hojas secas
(Abdurahman y Sundarajan, 2019). Mientras que, en el caso del agua, se ha evidenciado en varios
estudios que es un disolvente menos eficiente en comparacion con el metanol y el etanol para extraer
compuestos bioactivos y por ende exhibe un menor porcentaje de inhibicion del DPPH (Villalobos-
Vega et al., 2023), en este caso se incluye también el método de extraccién empleado en la variacion

de los resultados.

Por otro lado, en la investigacion efectuada por Sirag et al. (2014) la disminucién de los resultados se
puede atribuir al método de extraccion mediante maceracion, puesto que, es un método convencional
gue presenta varias desventajas, entre las que destaca la necesidad de emplear grandes volumenes de
disolventes organicos, que en ciertos casos pueden ser tdxicos, ademas de ofrecer un menor rendimiento

en comparacién con las técnicas de extraccion no convencionales (Cassol et al., 2019).

Respecto a la investigacion realizada por Obouayeba et al. (2014), los resultados obtenidos fueron
sumamente similares a los del presente estudio, con la variacion de que en la investigacion emplearon
la técnica de maceracion utilizando como disolvente metanol acidificado con acido trifluoroacético,
segun Petreska et al. (2020) el disolvente se puede acidificar lo que mejora la extraccion de manera

eficiente, ademas, las mezclas de metanol acidificadas son el segundo disolvente mas utilizado.

Adicionalmente, en el Anexo 8 se puede visualizar la microplaca de 96 pocillos empleada en el ensayo

DPPH, segin Goncalves et al. (2018) cuando el reactivo DPPH interactia con un compuesto
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antioxidante, pierde su propiedad de radical libre lo que provoca un cambio en su color de violeta a

amarillo, siendo este cambio de coloracion proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra

De igual forma, los umoles equivalentes de Trolox/g presentados en la Tabla 11, permiten comparar la
capacidad antioxidante del extracto de flor de Jamaica con la capacidad estandar del Trolox. Se empled
Trolox como antioxidante estandar porque permite expresar los resultados de forma estandarizada y
comparable (Sochor et al., 2010). En este contexto, mientras que el Trolox logré un 90% de inhibicién

del radical DPPH, el extracto de flor de Jamaica alcanzé un 90,886% de inhibicion.

3.1.3 Determinacion de la capacidad antiinflamatoria del extracto obtenido con mayor

concentracion de polifenoles.

Se evaluo la actividad antiinflamatoria exclusivamente en el extracto con la mayor concentracion de
polifenoles. Los resultados, presentados en la Tabla 12 estdn expresados como el porcentaje de
inhibicién de la desnaturalizacion de la ovoalblmina de huevo, obtenido mediante la Ecuacion 2, tanto
para el extracto de flor de Jamaica como para el Diclofenaco de sodio, que se utiliz6 en el ensayo como

control positivo.

Tabla 12

Actividad antiinflamatoria del mejor extracto de flor de Jamaica.

Concentracion % Inhibicion
(pg/mL) Diclofenaco de sodio Extracto de flor de Jamaica
1000 94,143 + 3,563 62,585 + 1,627
500 72,963 + 1,862 56,745 + 1,489
200 53,118 + 3,006 45,321 + 2,978
100 35,457 + 2,092 38,642 + 2,124

Nota. Los resultados corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar.
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El porcentaje de inhibicion se calculd utilizando la Ecuacion 2, dando como resultado una inhibicion
maxima de 62,585 % en una concentracion de 1000 ug/mL, con una reduccion proporcional a medida
que disminuye la concentracién, alcanzando un minimo de 38,642 a 100 pg/mL. En comparacién, el
Diclofenaco de sodio (control positivo) mostré un porcentaje de inhibicidn significativamente alto, con
un 94,143% a 1000 pg/mL y 35,457% a 100 pg/mL. Estos resultados indican que el extracto de flor de
Jamaica a pesar de no llegar al porcentaje de inhibicion del control positivo posee propiedades

antiinflamatorias.

El diclofenaco de sodio se utiliza como control positivo de la actividad antiinflamatoria porque es un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que inhibe la produccion de prostaglandinas que
intervienen en la inflamacion, el dolor y la fiebre (Dina et al., 2010). En la Figura 7 se observa de

manera grafica los resultados de inhibicion registrados.
Figura 7

Inhibicién de la desnaturalizacion de albdmina por el extracto de flor de Jamaica y diclofenaco de

sodio como control.
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Cuando las proteinas se desnaturalizan pierden su conformacion original y esta modificacion estructural

esta directamente vinculada con el inicio y persistencia de la inflamacién. Por lo tanto, la habilidad de
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un extracto natural para estabilizar la estructura de la proteina y minimizar su alteracion esta
directamente vinculada con su capacidad antiinflamatoria (Hasan et al., 2023). Por otra parte, la
inhibicién de la desnaturalizacion de la albimina de huevo es un modelo cominmente empleado para
evaluar in vitro la actividad antiinflamatoria de nuevas y seguras fuentes de extractos de plantas con
propiedades antiinflamatorias. Este enfoque se utiliza como alternativa a los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), que suelen estar asociados con efectos secundarios no deseados (Chaiya et al.,
2022).

De acuerdo con un estudio realizado por Garbi et al. (2017) obtuvieron un resultado de 51,220% de
inhibicion de un extracto metandlico de flor de Jamaica empleando la técnica de extraccién Soxhlet,
siendo un valor menor al obtenido en el presente estudio. Sin embargo, en la investigacion citada se
obtuvo un mayor porcentaje de inhibicidn en la concentracion mayor perteneciente a 100 pg/mL, por
lo tanto, se pueden corroborar los resultados obtenidos en este estudio, los cuales muestran que, a

medida que la concentracion disminuye, también se reduce la actividad antiinflamatoria del extracto.

Esto refuerza la nocion de que la flor de Jamaica, regularmente subestimada podria tener aplicaciones
prometedoras en el &mbito de la salud, proporcionando una fuente alternativa de compuestos con

propiedades bioldgicas beneficiosas.

3.1.4 Estimacion del tiempo de vida Gtil del extracto obtenido con alto contenido de

polifenoles.

Para estimar la vida Gtil del extracto, se tomaron en cuenta diversos factores, como el pH, la humedad,
los solidos solubles totales (SST), los cambios en el contenido de polifenoles y las actividades
biologicas (antioxidante y antiinflamatoria). Estas evaluaciones se realizaron de forma periddica
durante un mes por medio del uso del software Minitab, equipado con un paguete estadistico

especializado en estudios de estabilidad que permitié predecir el tiempo de vida util del extracto.

3.1.4.1 Analisis de la estabilidad del extracto en base al pH

El andlisis del pH del extracto, llevado a cabo cada 7 dias durante un mes estima una vida til de
alrededor de 53 dias (Figura 9), ademas de que si existieron diferencias significativas entre el periodo

de estudio de un mes (p < 0,05) (Anexo 14). Los limites pH (3 y 6), fueron determinados con base a la
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informacion de Tsao (2010) que sefiala que los polifenoles son méas estables a pH bajos, ademas, un
entorno acido favorece que los polifenoles permanezcan en estado neutro, facilitando asi su extraccion
en disolventes orgénicos. En la Figura 8 se presenta la comparacién de medias con respecto al pH del

extracto.

Figura 8

Comparacion de medias con respecto al pH del extracto.
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Nota. La comparacién de medias se realizé utilizando el método de Tukey con un nivel de confianza
del 95%.

En relacion con el pH, se muestra que no hubo diferencias significativas a lo largo del periodo de estudio
de un mes, no obstante, se percibe un incremento gradual del pH a medida que transcurre el tiempo.
Las fluctuaciones en los valores de pH registradas podrian estar relacionadas con las interacciones entre
los componentes del extracto y ciertos factores ambientales, incluso cuando se mantuvieron condiciones

Optimas de almacenamiento (Luo et al., 2024).

Seguln lo mencionado por Laguerre et al. (2014) afirman que un pH més bajo aumenta la probabilidad
de que los compuestos presentes sean polifenoles, dado que estos se mantienen estables en condiciones

acidas.
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Figura 9

Prondstico de tiempo de vida util del extracto en funcién al pH.
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3.1.4.2 Analisis de la estabilidad del extracto en funcion de la humedad

El andlisis de la humedad del extracto, realizado cada 7 dias durante un mes, estima una vida util
aproximada de 64 dias. En la Figura 10 se puede evidenciar una reduccion en el contenido de humedad
del extracto durante el periodo comprendido entre la semana 0 y la semana 4, ademas de presentarse
diferencias significativas entre el tiempo de estudio (p < 0,05) (Anexo 16).

Los limites definidos para calcular la vida atil en base al contenido de humedad (98 y 99%) se
determinaron con base a los valores obtenidos en la determinacion del porcentaje de humedad del
extracto de flor de Jamaica, puesto que, isleroglu y Tiirker. (2023), sefialan que un extracto con un

nivel bajo de humedad favorece a una rapida disminucion de las actividades bioldgicas que posea.
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Figura 10

Comparacién de medias con respecto a la humedad del extracto.
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Nota. La comparacion de medias se realizé utilizando el método de Tukey con un nivel de confianza
del 95%.

De acuerdo con Kinhal (2023) la disminucion de humedad se genera por procesos metabdlicos, como
la respiracion y la transpiracion propia de las matrices vegetales. También, la reduccion gradual del
contenido de humedad observada durante el estudio podria estar relacionada con procesos naturales de

deshidratacion, a pesar de haber implementado condiciones Optimas de almacenamiento (Komala y
Haryoto, 2020).

Figura 11

Prondstico de tiempo de vida Gtil del extracto en funcién a la humedad.
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3.1.4.3 Analisis de la estabilidad del extracto en funcion de los sélidos solubles totales

En extractos que contienen compuestos fenodlicos, los sélidos solubles totales (SST) reflejan la
concentracion de sustancias disueltas, como azucares, acidos, minerales y compuestos bioactivos
(Hadiwijaya et al., 2020). Aunque los SST no cuantifican directamente polifenoles, pueden

correlacionarse con su presencia y concentracion en el extracto (Vilas-Boas, 2017).

Tabla 13

Sélidos solubles totales presentes en el extracto de flor de Jamaica en funcion a la humedad registrada

durante el mes de estudio.

Tiempo (Dias) % Humedad % Solidos solubles totales
0 98,918 1,082
7 98,794 1,206
15 98,679 1,321
21 98,595 1,405
30 98,495 1,505

3.1.4.4 Analisis de la estabilidad del contenido total de polifenoles

El andlisis del contenido total de polifenoles presentes en el extracto, llevado a cabo cada 7 dias durante
un mes estima una vida util de alrededor de 32 dias (Figura 13). Ademas, durante el tiempo de estudio,
si existieron diferencias significativas (p < 0,05) (Anexo 18). Los limites definidos para pronosticar la
vida util se fijaron entre un 30 GAE/ g PS y 70 GAE/ g PS del contenido total de polifenoles
considerando que una concentraciéon muy baja de polifenoles no resulta en actividades bioldgicas
significativas (Li et al., 2014).
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Figura 12

Comparacién de medias con respecto al contenido de polifenoles del extracto.
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Nota. La comparacién de medias se realizé utilizando el método de Tukey con un nivel de confianza
del 95%.

En la Figura 12, se puede visualizar que la concentracion de polifenoles disminuyd moderadamente
con el tiempo, esto se puede atribuir a las condiciones de almacenamiento del extracto, puesto que,
Green Sky Biological Tech. (2024) menciona que la conservacion de extractos vegetales a bajas
temperaturas es una estrategia eficaz para disminuir notablemente los procesos de degradacion, en
particular, la refrigeracién entre 2 y 8°C suele ser una alternativa ideal para numerosos extractos
naturales, debido a que, las bajas temperaturas ralentizan las reacciones quimicas responsables de la
descomposicion de los compuestos bioactivos. Por otro lado, el uso de frascos de color &ambar también
contribuy6 a la reduccion de la descomposicién en la concentracién de polifenoles del extracto
(Mariaki et al., 2016).

La reduccion moderada en el contenido de polifenoles, respalda lo sefialado por Costa et al. (2021),
quien indica que las interacciones quimicas pueden darse incluso en sistemas cerrados, debido a la
complejidad de los componentes presentes en un extracto natural y a la probable influencia de factores

enddgenos que podrian actuar como catalizadores en determinadas reacciones.
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Figura 13

Prondéstico de tiempo de vida util del extracto en funcién al contenido de polifenoles.
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3.1.4.5 Analisis de la estabilidad de la capacidad antioxidante del extracto

El andlisis de la capacidad antioxidante del extracto, llevado a cabo cada 7 dias durante un mes estima
una vida util de alrededor de 32 dias (Figura 15). Ademas, es evidente una marcada reduccién en la
actividad antioxidante durante el periodo comprendido entre los dias 15 y 30, existiendo diferencias

significativas entre la actividad antioxidante en el tiempo de estudio (p < 0,05) (Anexo 20).

Por medio de lo sefialado por Alam et al. (2013), se determind un limite minimo de 30% de inhibicion
del DPPH para evitar que la actividad antioxidante caiga por debajo de este valor, comprometiendo asi
su actividad bioldgica, de igual manera, se estipulé un limite maximo del 95%, considerando que,
aungue los polifenoles aportan de manera significativa a la capacidad antioxidante de los extractos,

existen otros compuestos que constituyen el porcentaje restante.
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Figura 14

Comparacion de medias con respecto a la capacidad antioxidante del extracto.
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Nota. La comparacién de medias se realizé utilizando el método de Tukey con un nivel de confianza
del 95%.

Como se muestra en la Figura 14, la actividad antioxidante experiment6 una disminucion en los valores
del porcentaje de inhibicion del DPPH, conforme a los valores registrados en el contenido de polifenoles
del extracto. Puesto que, segin Lépez et al. (2019) existe una relacion lineal entre el contenido total de
polifenoles y la capacidad de captacion de radicales libres, también conocida como actividad
antioxidante. Una posible explicacion para esta disminucion en los valores, es que en el extracto los
compuestos fendlicos que tienen una menor contribucion a la actividad antioxidante son los primeros

en degradarse (Foss et al., 2022).

Figura 15

Pronostico de tiempo de vida atil del extracto en funcion a la capacidad antioxidante del extracto.
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3.1.4.6 Analisis de la estabilidad de la capacidad antiinflamatoria del extracto

El andlisis de la capacidad antiinflamatoria del extracto, llevado a cabo cada 7 dias durante un mes
estima una vida util de alrededor de 32 dias (Figura 17). Ademds, se muestra que si existieron

diferencias significativas entre el periodo de estudio de un mes (p < 0,05) (Anexo 22).

Los limites definidos para pronosticar la vida Gtil se fijaron entre un 35% y 70% de inhibicién,
determinados con base en los requerimientos minimos necesarios para que el extracto sea considerado

de utilidad significativa (Gonfa et al., 2023).

Figura 16

Comparacion de medias con respecto a la capacidad antiinflamatoria del extracto.
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Nota. La comparacion de medias se realizo utilizando el método de Tukey con un nivel de confianza

del 95%.

En la Figura 16, se puede observar que el porcentaje de inhibicion redujo de manera gradual con el
transcurso del tiempo, estos cambios, se pueden asociar con alteraciones ocurridas en la composicion
quimica del extracto, que con el tiempo pueden influir en la capacidad del extracto para regular procesos

inflamatorios (Zbeeb et al., 2024).
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Figura 17

Prondstico de tiempo de vida Gtil del extracto en funcién a la capacidad antiinflamatoria del extracto.
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3.1.4.7 Determinacion de la cinética de reaccion

Para identificar el orden de reaccion, se compararon los valores de los coeficientes de determinacion
(R?) obtenidos en los modelos cinéticos de orden cero y primer orden, presentados en la Tabla 14,

seleccionando posteriormente el modelo que mostré el mejor ajuste.

Tabla 14

Coeficientes de determinacion de los modelos cinéticos de degradacion del extracto de flor de Jamaica.

Orden de reaccion Coeficiente de determinacion (R?)
Orden cero 0,9713
Primer orden 0,9895

En la Figura 18 se visualiza de manera grafica los distintos ordenes de reaccidn para la determinacion

del orden de reaccion del extracto de flor de Jamaica.
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Figura 18

Gréficas del orden de reaccién (cero y primer orden) del extracto de flor de Jamaica.
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Nota. A) Orden de reaccion cero. B) Primer orden de reaccidn.

La vida atil del extracto se determin6 en funcion del orden de reaccién, empleando la ecuacion
correspondiente (Tabla 6). La constante de velocidad ki registré un valor de 0,0032 dias?, calculada a
partir de la pendiente de la recta generada en la grafica de reaccion de primer orden. Como resultado,
se estimO un tiempo de vida util para el extracto de flor de Jamaica de 32,500 dias (Tabla 15),
correspondiente al periodo en el que ocurre un 10% de degradacion del contenido total de polifenoles.
Estos resultados coincidieron con las predicciones realizadas por el paquete estadistico utilizado para

la concentracion de polifenoles.

La degradacion de compuestos bioactivos generalmente sigue una cinética de orden cero o primer orden.
En este estudio, los datos experimentales de degradacion se analizaron utilizando ambos modelos
cinéticos, ya que son los mas adecuados para describir la degradacién de compuestos funcionales (Ling
et al., 2021). Por consiguiente, de determiné que la reaccién corresponde un modelo de primer orden,
basado en el coeficiente de determinacion R? que mostré el mejor ajuste en comparacién con la reaccion
de orden cero. Esto indica, que la velocidad de la reaccion de la degradacion de los compuestos en el

extracto es directamente proporcional a la concentracion de los polifenoles.
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Tabla 15

Calculo del tiempo de vida media y vida util del extracto de flor de Jamaica en el orden de reaccién

determinado (Primer orden).

Lote Velocidad de reacciéon k Vida media Vida util
(dias_l) tl/Z =lIn Z/kl t10% =0, 104‘/k1
n=1
1 0,0032 216,608 32,500

3.1.5 Verificacion de hipotesis

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis
alternativa. Puesto que, los datos muestran que la vida 0til del extracto con polifenoles de la flor de
Jamaica obtenido mediante extraccién asistida por ultrasonido con capacidad antioxidante si varia

significativamente con el tiempo.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Los extractos de flor de Jamaica se obtuvieron a través de un disefio experimental 22, evaluando
diversas condiciones de extraccion mediante la técnica de extraccion asistida por ultrasonido.
Los resultados indicaron que el tratamiento 4, correspondiente a una concentracion de etanol
del 70%, una temperatura de extraccion de 50°C y con un tiempo constante de 40 minutos, fue
el més eficiente, alcanzando una concentracién de 62,667 mg GAE/g PS de polifenoles. Este
resultado destaca a la flor de Jamaica como una fuente natural de compuestos fenélicos y
demuestra que la combinacion adecuada de factores empleados puede optimizar la extraccion,

convirtiendo estos factores en una referencia Gtil para estudios posteriores.

La capacidad antioxidante del extracto fue evaluada mediante el método de inhibicion del
radical DPPH con equivalentes de Trolox. Los resultados mostraron que el extracto con mayor
contenido de polifenoles obtuvo una inhibicidn del 90,886 % con 221,234 umol Eq. Trolox/g,

lo que demuestra una elevada capacidad antioxidante.

La actividad antiinflamatoria del extracto con mayor concentracién de polifenoles fue evaluada
a través del ensayo de desnaturalizacion de la albumina de huevo, alcanzando una inhibicidn
del 62,585%. Aunque este porcentaje de inhibicion fue inferior al obtenido en el diclofenaco
de sodio empleado como farmaco estandar, los resultados evidencian una actividad
antiinflamatoria significativa, resaltando el potencial de la flor de Jamaica como un extracto

con propiedades antiinflamatorias naturales.

Las evaluaciones de estabilidad realizadas permitieron determinar que el extracto obtenido a
partir de la flor de Jamaica, present6 una vida Util de 32 dias. Este periodo corresponde al tiempo
necesario para que se degrade el 10% del contenido total de polifenoles. Mientras que el analisis
de la cinética de reaccion reveld que la degradacion de los polifenoles siguié un modelo cinético
de primer orden, con una constante de velocidad ki de 0,0032 dias®. Estos resultados se
obtuvieron al almacenar el extracto en frascos de color dmbar y bajo condiciones de

refrigeracion adecuadas (2 y 8 °C).
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4.2 Recomendaciones

e Llevar a cabo andlisis avanzados para identificar de forma precisa los compuestos fenélicos

responsables de las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

e Analizar las actividades biolégicas (antioxidante y antiinflamatoria) mediante la aplicacién de

métodos in vivo, con el proposito de confirmar los valores obtenidos.

e Optimizar las condiciones de almacenamiento del extracto durante el periodo del estudio de

estabilidad, con especial énfasis en preservar sus propiedades biol6gicas.

o Realizar estudios de estabilidad a largo plazo para analizar con mayor detalle como evolucionan

los polifenoles presentes en el extracto a lo largo del tiempo.
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ANEXOS

Anexo 1

Proceso de obtencidon de extractos con polifenoles de la flor de Jamaica.

Nota: Obtencidn de extractos con polifenoles de la flor de Jamaica. A) Flor de Jamaica seca. B) Flor
de Jamaica seca. C) Flor de Jamaica triturada. D) Extraccion de polifenoles mediante bafio ultrasonico.

E) Filtrado del extracto. F) Almacenamiento del extracto obtenido.

Anexo 2

Microplaca para la determinacion de polifenoles mediante el método Folin - Ciocalteu.
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Anexo 3

Curva de calibracion de acido galico (10 — 100 puL).

Curva de calibracién acido galico
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Anexo 4
Cuantificacion de TPC de cada tratamiento (GAE mg/L).
Tratamientos R1 R2 R3 Promedio FD
1 0,177 0,177 0,180 0,178 + 0,002 25
2 0,223 0,217 0,253 0,231 +0,019 25
3 0,227 0,217 0,218 0,221 + 0,006 25
4 0,243 0,265 0,294 0,267 + 0,026 25
Anexo 5
Formula para calcular los polifenoles de cada uno de los tratamientos.
Donde:
Polifenoles _ Abs — b « FD * Vextr Vexer = Volumen del extracto final.
Mo my = Masa del material vegetal.
Poli l 0,177 — 0,0746 25 0,240
= * %
olifenoles 0,0029 G

Polifenoles = 35,310
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Anexo 6

Cuantificacion de TPC de cada tratamiento (mg GAE/g PS).

Tratamientos  Compuestos fenolicos totales (TPC) (mg Desviaciébn  Coeficiente

GAE/g PS) estandar de variacion
R1 R2 R3 Promedio (%)
1 35,310 35,310 36,345 35,655 0,597 1,675
2 51,172 49,103 61,517 53,931 6,651 12,332
3 50,138 49,103 49,448 49,563 0,527 1,063
4 61,172 63,241 63,586 62,667 1,305 5,023

Anexo 7

Tabla ANOVA para la cuantificacion de polifenoles de la flor de Jamaica, basada en un disefio

experimental de dos factores con dos niveles.

Fuente GL Suma de Cuadrado ValorF Valorp
cuadrados medio
Concentracion de etanol 1 664,69 664,690 838,34 0,000
Temperatura de extraccion 1 624,27 624,271 787,36 0,000
Interacciones de 2 términos 1 0,80 0,803 1,01 0,344
Concentracion de etanol *
Temperatura de extraccion 1 0,80 0,803 1,01 0,344
Error 8 6,34 0,793
Total 11 1296,11
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Anexo 8

Determinacion de la capacidad antioxidante del tratamiento con mayor concentracion de polifenoles.

Anexo 9

Calculo demostrativo del porcentaje de inhibicion del DPPH.

A -4
% Inhibicién DPPH = [1 - ( muestra ““"“’)] * 100

Acontrol - Ablanco

e, 0,093 — 0,057
% Inhibicion DPPH = [1 — (m)] * 100
% Inhibicion DPPH = 90,886
Anexo 10

Curva de calibracion de Trolox (50 - 500 pmol/L).

Curva de calibraciéon Trolox
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Anexo 11

Proceso de desnaturalizacién de la albumina de huevo.

Nota: Ensayo de desnaturalizacion de la albimina de huevo para la determinacion de la actividad
antiinflamatoria del mejor extracto. A) Obtencién de la ovoalbimina mediante centrifugacion. B)
Preparacion de las distintas muestras. C) Incubacion de las muestras. D) Desnaturalizacion de la
albumina de huevo en bafio maria. E) y F) Ovoalbdmina desnaturalizada de la muestra de Diclofenaco

de sodio y el extracto de flor de Jamaica.

Anexo 12

Microplaca de 96 pocillos para la determinacion de la actividad antiinflamatoria.
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Anexo 13

Actividad antiinflamatoria del extracto de flor de Jamaica con mayor concentracién de polifenoles y

del Diclofenaco de sodio (control positivo).

Concentracion Control Control Extracto no Extracto
(Mg/mL) positivo no positivo desnaturalizado desnaturalizado

desnaturalizado desnaturalizado

1000 0,072 0,079 0,136 0,152
500 0,098 0,120 0,122 0,147
200 0,078 0,125 0,102 0,152
100 0,059 0,137 0,056 0,151
Control Control
negativo no 0,048 negativo 0,179
desnaturalizado desnaturalizado
Anexo 14

Calculo ilustrativo del porcentaje de inhibiciéon del extracto mediante la desnaturalizacion de la

albumina de huevo.

A —Ag
% Inhibicién = [1 _ (A calentada sin calentar )] +100

control calentado — Asin calentar

e g 0,152 —-0,136
% Inhibicion = [1 - (m>] * 100
% Inhibicion = 62,585
Anexo 15

ANOVA del pH en el extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de un mes.

Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Valor p
cuadrados medios
Tiempo (Dias) 4 1,38953 0,347383 1002,07 0,000
Error 10 0,00347 0,000347

Total 14 1,39300
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Anexo 16

Resumen del pH en el extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de un mes.

Tiempo # Réplicas Media Desviacién estandar IC del 95%

(Dias)

0 3 3,270 0,010 (3,246 — 3,293)

7 3 3,573 0,011 (3,549 - 3,597)

15 3 3,786 0,021 (3,762 — 3,810)

21 3 3,996 0,021 (3,972 — 4,020)

30 3 4,123 0,025 (4,099 — 4,147)
Anexo 17

ANOVA de la humedad en el extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de un mes.

Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Valor p
cuadrados medios
Tiempo (Dias) 4 0,291198 0,072799 1819,99 0,000
Error 10 0,000400 0,000040
Total 14 0,291598
Anexo 18

Resumen de la humedad del extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de un mes.

Tiempo # Réplicas Media Desviacién estandar IC del 95%
(Dias)
0 3 98,888 0,0095 (98,879 — 98,896)
7 3 98,793 0,0051 (98,755 —98,801)
15 3 98,678 0,0086 (98,670 — 98,686)
21 3 98,595 0,0021 (98,587 — 98,603)
30 3 98,495 0,0020 (98,486 — 98,503)
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Anexo 19

ANOVA del contenido de polifenoles en el extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de un

mes.

Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Valor p
cuadrados medios
Tiempo (Dias) 4 1335,61 333,903 284,59 0,000
Error 10 11,73 1,173
Total 14 1347,35
Anexo 20

Resumen del contenido de polifenoles del extracto de flor de Jamaica con un periodo de estudio de un

mes.
Tiempo # Réplicas Media Desviacion estandar IC del 95%

(Dias)

0 3 62,666 1,306 (61,273 — 64,060)

7 3 54,276 1,035 (52,882 — 55,669)

15 3 44,391 1,054 (42,997 — 45,784)

21 3 42,437 0,868 (41,043 — 43,830)

30 3 35,885 1,108 (34,492 - 37,279)
Anexo 21

ANOVA de la capacidad antioxidante del extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de un

mes.
Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Valor p
cuadrados medios
Tiempo (Dias) 4 1054,05 263,513 735,77 0,000
Error 10 3,58 0,358
Total 14 1057,64
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Anexo 22

Resumen de la actividad antioxidante del extracto de flor de Jamaica registrado en un mes de estudio.

Tiempo # Réplicas Media Desviacion estandar IC del 95%

(Dias)

0 3 90,896 0,532 (90,216 — 91,756)

7 3 87,899 0,644 (87,129 — 88,669)

15 3 79,194 0,644 (78,424 — 79,964)

21 3 74,330 0,644 (73,560 — 75,100)

30 3 68,356 0,512 (67,586 — 69,126)
Anexo 23

ANOVA de la capacidad antiinflamatoria del extracto de flor de Jamaica en un periodo de estudio de

un mes.
Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Valor p
cuadrados medios
Tiempo (Dias) 4 1070,99 267,746 1568,33 0,000
Error 10 1,71 0,171
Total 14 1072,69
Anexo 24

Resumen de la actividad antiinflamatoria del extracto de flor de Jamaica registrado en un mes de

estudio.
Tiempo # Réplicas Media Desviacion estandar IC del 95%
(Dias)
0 3 63,325 0,509 (62,793 — 63,856)
7 3 56,401 0,224 (55,869 —56,932)
15 3 49,441 0,395 (48,909 —49,973)
21 3 45,369 0,506 (44,837 — 45,900)
30 3 39,076 0,365 (38,545 — 39,608)
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