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Resumen

El cultivo de frutos del género Carica, especialmente babaco, ha aumentado durante los
ultimos afos, sobre todo en el sector de Patate, sin embargo, el desconocimiento de sus
beneficios provoca el desinterés en su consumo. En este estudio se cuantificé la cantidad de
fenoles totales, flavonoides totales, capacidad antioxidante, poder reductor y % de humedad
usando extractos etandlicos de la pulpa de babaco en tres diferentes estadios de maduracién
postcosecha (fisioldgico, organoléptico, madurez completa). Para evaluar los % de inhibicion
de RL, poder reductor y la actividad antioxidante se usaron tres métodos (ABTS, DPPH y FRAP).
Para la valoracion de cantidad de fenoles totales se usé el método Folin - Ciocalteau y para
flavonoides totales un método estandarizado con AICls. El % de humedad se calculé mediante
un proceso de secado con papel periddico y presidn constante que durd 7 dias. Se usé analisis
estadisticos factoriales paramétricos y no paramétricos para determinar si existian o no
diferencias significativas entre las muestras. Para el contenido de fenoles y flavonoides totales
se registraron valores mayores en las muestras pertenecientes al tercer estadio de madurez
con valores promedio de 13,83 mg GAE/g fw y 5,29 mg QE/g fw respectivamente. También se
obtuvieron mayores valores promedio de capacidad antioxidante y % de humedad para las
muestras que se encontraban en el tercer estadio de madurez con valores de para ABTS,
DPPH, FRAP y % humedad de 75,51 umol Trolox/g fw, 175,22 umol Trolox/g fw, 712,70 mg
FeS04/100 g fw y 90,82% respectivamente. Los analisis estadisticos determinaron que existian
diferencias significativas entre los tres estadios evaluados donde el tercer estadio mostré una
mayor actividad antioxidante mostrando correlaciones positivas que determinaron que a
mayor contenido de compuestos fendlicos mayor sera la capacidad antioxidante, concluyendo
gue mientras mayor sea la maduracidn del fruto mayores seran sus beneficios antioxidantes al

momento de tomarlos en una dieta o como conservantes naturales.

Palabras claves: Carica, compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, estadios
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Abstract

The cultivation of fruits of the genus Carica, especially babaco, has increased in recent years,
especially in the Patate sector, however, the lack of knowledge of its benefits causes lack of
interest in its consumption. In this study, the number of total phenols, total flavonoids,
antioxidant capacity, reducing power and % moisture was quantified using ethanolic extracts
of babaco pulp at three different stages of postharvest maturation (physiological, organoleptic,
complete maturity). To evaluate the % inhibition of RL, reducing power and antioxidant
activity, three methods were used (ABTS, DPPH and FRAP). The Folin-Ciocalteau method was
used to assess the quantity of total phenols and a standardized method with AICI3 for total
flavonoids. The % humidity was calculated by means of a drying process with newspaper paper
and constant pressure that lasted 7 days. Parametric and non-parametric factorial statistical
analyzes were used to determine whether or not there were significant differences between
samples. For the content of total phenols and flavonoids, higher values were recorded in the
samples belonging to the third stage of maturity with average values of 13.83 mg GAE/g fw
and 5.29 mg QE/g fw respectively. Higher average values of antioxidant capacity and %
moisture was also obtained for the samples that were in the third stage of maturity with
values for ABTS, DPPH, FRAP and % moisture of 75.51 pmol Trolox/g fw, 188.15 umol Trolox/g
fw, 712.70 mg FeS04/100 g fw and 90.82% respectively. The statistical analyzes determined
that there were significant differences between the three stages evaluated, where the third
stage showed a higher antioxidant activity, showing positive correlations that determined that
the higher the content of phenolic compounds, the greater the antioxidant capacity,
concluding that the greater the ripening of the fruit, the greater they will be their antioxidant

benefits when taking them in a diet or as natural preservatives.

Keywords: Carica, phenolic compounds, antioxidant capacity, stages
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

Al referirnos al género Carica se presenta una gama amplia de especies que lo
conforman con similitudes en cuanto a lo taxondmico, pero con sutiles diferencias tanto a nivel
nutricional como fitoquimico (Cafiar, 2014). Entre las diversas especies encontramos a Carica
pentagona Heilborn conocida cominmente como babaco de la cual se sabe que proviene de
dos especies del género Carica identificados como Carica pubescens y Carica stipulata (Bravo

et al., 2012).

Las caracteristicas geograficas y climatoldgicas de nuestro pais permiten que exista una
alta diversidad de especies del género Carica, entre los cuales se encuentra el babaco,
tomando como parametro la unidad de superficie a nivel mundial (Maldonado, 2011). Al
referirnos a este factor, Ecuador se ha convertido en un pais con una alta productividad
agricola de especies agricolas y exéticas con variedad de caracteristicas medicinales y
orgdnicas que permiten su uso ancestral y medicinal sobre todo en las comunidades rurales del

pais (Dafermos & Vivero, 2015).

Los metabolitos secundarios han sido estudiados y descritos desde principios del
razonamiento humano utilizados directa o indirectamente por todas las civilizaciones
ancestrales y modernas que han visto en las propiedades de las especies vegetales una fuente
extensa de ventajas a nivel medicinal y farmacéutico (Hernandez et al., 2018). Estos
compuestos tienen una importante funcién ecoldgica al permitir la defensa de especies

vegetales ante agentes bidticos y abiéticos (Newman & Cragg, 2012).

El contenido nutricional del fruto de babaco, al igual que cualquier otro fruto, depende
en un alto porcentaje del estado de madurez en el que se encuentre, el cual determinara una

caracteristica fundamental en el consumo de cualquier fruto que son sus propiedades
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antioxidantes que le aportan un valor agregado que impulsa su comercializacidn en la industria
de alimentos (Buelvas, 2018). Para determinar en qué etapa de madurez se encuentra el fruto
se utilizan indices de estadios de maduracion basados en sus caracteristicas organolépticas,
sensoriales y visuales, estos indices son: estado fisiolégico, madurez incompleta o madurez

organoléptica y madurez comercial (del Cisne, 2008).

Existen similitudes fitoquimicas entre Carica pentagona Heilborn (babaco) y Carica
papaya (papaya) que permiten un estudio paralelo entre ambas especies pues sus métodos de
maceracion y andlisis nutricionales-antioxidantes son ciertamente parecidos (Auquiiivin &
Paucar, 2020). Estudios anteriores han demostrado que tanto el fruto de papaya como el de
babaco en un estadio de madurez comercial existe como caracteristica destacada una
actividad antioxidante relativamente alta respecto al reactivo TROLOX en comparacién a sus
estadios de maduracién anteriores, lo que sugiere a ambos frutos como una fuente alimenticia
que puede suplantar el consumo de por lo menos 17 compuestos antioxidantes en una dieta

balanceada (Addai et al., 2013).

Ademas del valor antioxidante del fruto de babaco destaca la presencia de
carotenoides esenciales como la violaxantina, criptoxantina, cricaxantina y carotenos que
juntamente con enzimas proteoliticas y alcaloides como la papaina conforman un valor
fitoquimico variado y basto del fruto dependiendo el estadio de maduracién en el que se
encuentre (Duchitanga, 2018). La capacidad reductora antioxidante puede perder eficiencia en
el caso de que se utilicen extractos congelados v liofilizados en proporcién de un 10 a 70% en

comparacién con el extracto fresco (Rivera et al., 2016).

Con respecto a la presencia de contenido fendlico en el fruto de babaco, al igual que
ocurre con la capacidad antioxidante, estudios han confirmado que existe mayor presencia en
el fruto con madurez comercial con respecto a los otros dos estadios de maduracién (Ong et

al., 2013). Inclusive con el fruto de papaya, usado en estudios como homadlogo del babaco, se
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ha determinado la misma tendencia que permite inducir que el estadio de madurez del fruto
es una de las caracteristicas fundamentales para determinar el consumo éptimo para obtener

los mayores beneficios nutricionales (Buelvas, 2018).

Carica pentagona Heilborn es una de las frutas menos consumidas en la ciudad
de Quito, segln un estudio realizado en 2008 alrededor del 15% de la poblacion quitefia
consume regularmente este fruto mientras que un 30% desconoce por completo su existencia

y por ende todos los beneficios nutricionales que implica su consumo (Correa, 2016).

Justificacion del problema

El uso de las propiedades nutricionales y curativas de las especies vegetales ha sido
una constante desde los inicios del ser humano que han aprovechado estas cualidades para e
tratamiento de enfermedades o como fuente nutritiva (Duchitanga, 2018). En el caso de
plantas que generan fruto comestible la postcosecha representa una parte importante de la
calidad del producto pues dependiendo del estadio en el que se encuentre se obtendra
mayores o menores beneficios nutricionales del fruto (Amjad, 2021). Esta variedad de
principios activos que producen las especies vegetales permite su aislamiento molecular y
aplicacion en diversas dreas humanas como la medicina, agricultura, industria textil y

alimenticia (Aparecida De Assis et al., 2009).

El cultivo de Carica pentagona Heilborn o babaco en Ecuador ocupa un espacio de 180
hectdreas en siembra tanto en invernadero como a aire libre (Alvarez, 2013). La provincia con
mayor produccién nacional de babaco es Tungurahua con alrededor del 60% de esta
produccién a nivel nacional considerando a la parroquia el Triunfo, sector Patate, como el
epicentro productivo de babaco (Simbaria, 2018). Los principales mercados de consumo del
babaco producido en Ecuador se encuentran naciones pertenecientes a la Union Europea
como Espafia, Holanda, Alemania y Francia con mercados alternos en Chile Colombia y Estados

Unidos (Centro de Inteligencia Comercial, 2006). Sin embargo, siendo un producto tan
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apetecido por el exterior no coincide con la demanda dentro de nuestro propio pais por temas

de costo o desconocimiento de sus beneficios.

La problematica de la poca atencién que se le presta a un fruto como el babaco viene
inducida por inconvenientes con la madurez postcosecha como principal factor que existen en
mercados de nuestro pais, siendo un limitante en la oferta por la falta de un producto de
buena calidad (Hinostroza, 2012). Estos factores negativos de madurez postcosecha de frutales
en nuestra regién pueden entenderse por el manejo manual y poca atencion en las medidas de
conservacién del fruto, por lo que gran cantidad de frutos no llegan en condiciones dptimas a

los lugares de compra y venta (Mendoza, 2014).

La evolucidon hacia nuevas tecnologias de deteccién de principios bioactivos han
generado que en las Ultimas dos décadas se realice un porcentaje de estudios enorme con
respecto a las frutas del género Carica, estudios que han permitido conocer todos sus
beneficios nutricionales en la dieta (Auquifiivin & Paucar, 2020). Los aportes antioxidantes
generados a partir de un alto contenido fendlico e inhibicion de radicales libres llevan a pensar
en el alto potencial del babaco para la industria de la medicina y la zona alimenticia

(Maldonado, 2011).
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Objetivos del proyecto
Objetivo general

Evaluar las propiedades nutricionales y bioldgicas del fruto de Carica pentagona
Heilborn (babaco) en varios estadios de madurez postcosecha usando métodos

espectrofotométricos.

Objetivos especificos

e Recolectar muestras frutales de babaco en estado fisioldgico (verde), madurez
incompleta (verde-amarillo) y madurez comercial (amarillo) en la parroquia
Guasuganda, provincia Cotopaxi.

e Evaluar la cantidad de flavonoides y fenoles obtenido de extractos de babaco en varios
estadios de madurez postcosecha utilizando el método colorimétrico de AlClsy el
ensayo Folin-Ciocalteu respectivamente.

e Evaluar el cardcter antioxidante de extractos aislados de babaco usando el método
FRAP (capacidad de reduccion férrica), DPPH (capacidad reductora del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) y ABTS (capacidad antioxidante mediante la reaccién del

radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

Hipdtesis del proyecto
Las propiedades nutricionales y bioldgicas del fruto de babaco varian en forma
estadisticamente significativa segun el estado de maduracidn postcosecha del fruto y de sus

propiedades antioxidantes.
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Capitulo II: Marco teérico
Cultivo de babaco en el Ecuador
La Sierra Ecuatoriana ha sido por décadas el lugar predilecto para el cultivo de babaco,
especificamente su maxima produccidn se localiza en las provincias de Loja, Pichincha,
Imbabura, Carchiy en los ultimos afios se ha extendido por Tungurahua. Su maxima produccion
se ha dado en condiciones de invernadero llegando a alcanzar entre las 200 y 250 hectdreas de

cultivo (INIAP, 1992).

El cultivo en invernadero en el babaco, como en cualquier otra planta, se lo hace de
forma masiva para evitar la invasién de plagas y el contagio secuencial de enfermedades por uso
excesivo de agua, de igual manera la manera tradicional del cultivo se mantiene en sectores con

un clima calido prominente como Guayabamba y Bafios (Suarez, 2015).

El cantén Patate es conocido como la meca para el cultivo de babaco, siendo su
parroquia el Triunfo el lugar con mayor produccién de este fruto dentro del pais, de esta manera
la ciudad de Tungurahua ha producido en los ultimos afios aproximadamente el 60% de cultivos

de babaco en el pais, tanto en invernadero como a campo libre (Milazzo et al., 2008)

Los motivos y posibles soluciones a la distribucién de frutos inmaduros en el pais indican
que “el manejo postcosecha de frutales en Ecuador se hace de forma manual y sin tomar los
cuidados requeridos para la conservacidn, de tal modo que, se han realizado estudios en para
distintos frutales que generen alternativas de conservacién como tipo de almacenamiento y

forma de embalaje” (Canar, 2014).

Cuando la fruta se encuentra en almacenamiento y deja de tener los aportes
nutricionales que le otorgaba la planta una de las estrategias de autoconservacion de los frutos
es el estado de madurez, pues mediante reacciones quimicas internas evitan la pérdida de
liqguido, entregan alternativas para un control respiratorio dptimo que le otorgan la capacidad

de no perecer rapidamente y mantienen su calidad y aporte nutricional (Mesias, 2012)
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Figural

Ejemplar de Carica pentagona Heilborn con su respectivo fruto

Nota. Adaptado de Babaco (Carica x heibornii var. pentagona) [Frutas del mundo] por

(Rodriguez, 2018)

Clasificaciéon taxondémica

El babaco es una planta perteneciente a la familia Caricaea del género Carica con basta
variabilidad morfoldgica y genética expresada en 78 accesiones repartidas por todo el
territorio ecuatoriano, entre las que destaca: Carica papaya, Carica pentagona, Jaracatia

digitata y Jaracatia spinosa (Pefia et al., 2017).

Tabla 1

Clasificacion taxonémica del babaco

Categoria Taxén
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Dycotiledoneae

Orden Parietales
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Categoria Taxén
Familia Cariceae
Género Carica
Especie Carica pentagona Heilborn

Nota. Adaptado de Phylodynamics and Coat Protein Analysis of Babaco Mosaic Virus in Ecuador
por (Mosquera-Yuqui et al., 2022), Plants, 11(13).

Se considera que el babaco guarda cierto parecido a la palma, con una altura
evidentemente menor, pero con una vida util muy larga. Dentro del género Carica la papaya y
el babaco son, sin duda, las especies frutales mas interesantes a nivel botanico y organoléptico
en el pais. La publicidad sumada al sabor dulce, caracteristico del babaco ecuatoriano, y sobre
todo a estudios que relacionan al babaco como alimento con beneficios farmacéuticos han

permitido una exportacion mucho mas basta que hace dos décadas (Erazo & Delgado, n.d.).

Descripcion botanica

La proveniencia del nombre Carica es griega, de la palabra karike, aludiendo a una
higuera debido a las semejanzas entre sus hojas, lo que respecta a pentagona hace alusién al
epiteto pentagonal debido al nimero de angulos de la planta y Heilborn debido a su

descubridor el cientifico Otto Heilborn (Fernandez Valdés et al., 2015).

Al ser una planta hibrida natural partenocarpica resultado de la mezcla de una
hibridacidn interespecifica entre sus antecesores Carica pubescens y Carica stipulata existe
poca informacidn con respecto a su estado botanico, sin embargo, morfolégicamente es muy
conocida teniendo como caracteristicas principales su similitud a la palma y aspectos comunes

de hoja y frutos (Robles et al., 2016).

Se lo clasifica como arbusto que oscila su altura entre los 3 a 4 m de altura, con tallo
firme no lefioso con geometria cilindrica que cambia de color verde al ser joven a marrdn gris

cuando encuentra su estado adulto, ademas al igual que otras caricaceas, el tallo tiene
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cicatrices foliares y es dificil que tenga ramificaciones, por lo tanto, la base del tallo es el sitio

ddnde se pueden encontrar los brotes (Cornejo-franco et al., 2020).

En cuanto a las hojas, todas son femeninas y en la fase de crecimiento nacen a partir
del tronco para terminar de desarrollarse en cada axila foliar. El fruto en forma de baya tiene
estructura elipsoidal con un color amarillento al alcanzar la madurez completa llegando a pesar
entre 0,3 y 2 kg y alcanzar hasta los 12 cm de didmetro y 30 cm de largo (Scheldeman et al.,
2007). El color de la pulpa es blanquecino sin importar el estadio de madurez en el que se

encuentre con su caracteristico sabor acido bajo en azlcares (Fuertes, 2019).

Condiciones edafoclimaticas para su cultivo
Para una produccion ideal de babaco se necesitan condiciones de temperatura entre
15 a 20°C debido a su intolerancia a temperaturas menores o mayores a este rango. La altura
Optima es de 1800 a 2400 msnm, por lo general la Sierra Ecuatoriana, debido a que en estas
alturas existen precipitaciones anuales de 600 a 1500 mm/afio con humedad entre el 60 a 80%
con presencia de luz solar de 5 horas diarias (Aldaz et al., 2017). Estas condiciones se suelen

replicar y controlar en invernadero, aunque la mayor produccion es al aire libre.

Se han descrito métodos de propagacion para su cultivo debido a la falta de semillas
en el fruto por lo que se necesitan métodos vegetativos o asexuales. Se suelen usar injertos y
estacas, para el primero se usan puas terminales que se injertan a una profundidad de 10 cm
en otro tallo de babaco, y para el segundo se emplean estacas de 20 a 25 cm conjuntamente
con diversas hormonas de crecimiento y fungicidas. El uso de fungicidas en ambas técnicas es
fundamental por la susceptibilidad a enfermedades al desarrollar los procesos (Dorca & Jadan,

2019).
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Estadios de madurez del fruto

A partir del periodo postcosecha del fruto existe una gama de cambios a nivel celular
provocados por diferentes reacciones fisico — quimicas. Uno de los factores que inducen estos
cambios es la interaccion del fruto con el ambiente que limita la calidad y vida util del producto

resultante (Rodriguez et al., 2005).

Las especies vegetales transitan por una serie de fases previas definidas a la obtencion
del fruto maduro (etapa comercial), al obtener la parte comestible pasando por un posterior
endurecimiento del fruto y desarrollo del bulbo, tubérculo y raiz (Martinez et al., 2017). De
esta manera un proceso de madurez inicia dias posteriores a la cosecha para finalizar en la

obtencidn del fruto comestible (Quinza & Lépez, 2002).

Existen métodos subjetivos y objetivos para controlar la madurez éptima al momento
de la recoleccién de frutos, ambos métodos son descritos en la Tabla 2. y Tabla 3.

Respectivamente.

Tabla 2

Métodos subjetivos para la evaluacion de madurez de frutos

Sentido Caracteristica
Gustativo Sabor: Salado, dulce, amargo y acido
Olfativo Aroma y olor
Contacto Aspecto: Blando, duro, suave y aspero
Visual Color, forma y tamafio
Auditivo Sonidos producidos al manejar el fruto

Nota. Adaptado de Manual para el mejoramiento del manejo poscosecha de frutas y hortalizas

por (FAO, 1987).
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Tabla 3

Meétodos objetivos para la evaluacion de madurez de frutos

Medicion Caracteristicas
Tiempo De plantacion
Ambiente Medidas de calor
Analisis fisico Volumen, peso, tamano, forma
Andlisis quimico Cantidad de productos activos y capacidad

antioxidante

Analisis fisioldgico Patrdn de respiracion

Nota. Adaptado de Manual para el mejoramiento del manejo poscosecha de frutas y hortalizas

por (FAO, 1987)

Estadio de madurez fisioldgica

En esta etapa el fruto se encuentra en un estado en el cual la pulpa adquiere una
composicion que permite un consumo al menos agradable mientras se encuentra adherido a la
planta o la semilla incorpora la capacidad reproductiva 6ptima. En esta etapa la calidad del
producto fructifero logra alcanzar un estado lo suficientemente desarrollado para que al

menos la calidad sea minima para el consumo (Tecnologia de la Maduracién, 2019).

Estadio de madurez incompleta u organoléptica

Se refiere al mecanismo en el cual el fruto adopta ciertas caracteristicas sensoriales
que lo perfila como un alimento comestible transformando el tejido fisiolégicamente maduro
no comestible en otro sensorialmente apto tanto visualmente como gustativamente (Ahmed
et al., 2020). El proceso inicia en la etapa final de maduracion fisioldgica y termina al llegar a la

madurez comercial para acabar con la senescencia del fruto (Infoagrénomo, 2019).
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Estadio de madurez comercial

Se hace mencién al momento exacto en el que se puede recolectar el producto para
gue cumpla con los estandares de calidad éptimas dispuestos para su distribucién y consumo,
encontrandose organolépticamente maduro o con posibilidades de alcanzarla. En ocasiones el
fruto puede llegar a esta madurez en la fase de desarrollo e incluso en la etapa de

envejecimiento (Llecha, 2010).

Metabolitos secundarios — principios bioactivos en el fruto

El estudio de los principios bioactivos de los productos naturales pertenece a una
pequeia parte de la fitoquimica incluyendo sus vias biosintéticas y mecanismos de accién en
seres vivos de la cual derivan técnicas de cuantificacion y aislamiento para el uso en
actividades humanas como la medicina — farmacologia o a niveles comerciales industriales

como la industria estética (Stachnik, 2021).

A diferencia de los metabolitos primarios que tiene como funcidn principal el
desarrollo estructural y crecimiento en general (hidratos de carbono, acidos organicos, fibra,
minerales y vitaminas), los metabolitos secundarios (MS) no necesariamente tienen funciones
nutricionales definidas, que no implica que no aporten una pequeia cantidad del total de

nutrientes que necesita el cuerpo (Walia et al., 2019).

Los cuatros grandes grupos de sustancias bioactivas en plantas incluyen una diversa
gama de familias quimicas, que son sustancias terpénicas, azufradas, nitrogenadas vy, las de
mayor interés de estudio por su abundancia con respecto a las otras, fendlicas. En la actualidad
el estudio de esta area de investigacion ha ido creciendo exponencialmente debido al
conocimiento previo de sus beneficios y de la cantidad de frutos que los contienen (Biesalski et

al., 2009).
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Las sustancias azufradas son poco comunes en frutas, predominando sobre todo en la

familia Alliaceae, al igual que las sustancias nitrogenadas debido a su alta actividad biolégica

que incluso en pequefias cantidades suelen generar toxicidad. Entre las sustancias presentes

mayoritariamente en frutas se encuentran las terpénicas como los carotenoides, ubicandose

aqui el betacaroteno y licopeno, los fitoesteroles y el d-limoneno; y las sustancias fendlicas
como flavonoides, fenilpropanoides, estilbenoides y derivados del acido benzoico presentes

por lo general en frutos citricos, morados o rojos (Vamanu, 2022).

En la tabla 4. Se distinguen los principales efectos metabdlicos de las sustancias

fendlicas y en que frutos se encuentran mayoritariamente.

Tabla 4

Mecanismos secundarios presentes en frutos de la familia de las sustancias fendlicas

Compuesto Efecto metabdlico Frutas
Flavonoides Antioxidantes Citricos, manzana, fresa,
Antimutagénico granada
Fenilpropanoides Antioxidante Manzanas
Estilbenoides Apoptosis Uva, pera, arandano,
Antimutagénico cerezas, manzana
Derivados del acido benzoico Actividad estrogénica Granada, frambuesa, fresa

Nota. Adaptado de Fruits as Prospective Reserves of bioactive Compounds : A Review por

(Marli et al., 2018), Natural Products and Bioprospecting.

Estrés oxidativo y capacidad antioxidante en el fruto
El término de estrés oxidativo hace alusion a la excesiva exposicidn del fruto hacia
agentes oxidantes mediada por una capacidad antioxidante disminuida. Para que este

fendmeno se produzca deben encontrarse ciertas moléculas quimicamente inestables
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denominados radicales libres con alta reactividad y con la capacidad de inducir dafio a otras

moléculas (CINCAP, 2019).

La alta reactividad de los radicales libres es causada por los electrones desapareados
qgue poseen por tal motivo su necesidad de encontrar su estabilidad electroquimica induce a
gue tomen electrones de moléculas estables. El proceso de formacién de radicales libres es
normal en el metabolismo de las plantas en medio de reacciones metabdlicas (Kim et al.,

2016).

Otros agentes oxidantes que no necesariamente son radicales pero que facilmente
pueden ser convertidas a radicales son las especies reactivas del oxigeno (ERO). Estas
moléculas incluyen derivados del oxigeno molecular producidas regularmente en la vida
aerdbica, sin embargo, al momento en que aumenta las ERO a nivel intracelular para superar
las defensas antioxidantes se produce el fenédmeno del estrés oxidativo produciendo dafio

celular (Vazquez-Ovando et al., 2022).

Debido a un incremento acelerado de agentes oxidativos la mayoria de organismos no
logran equiparar eficazmente una relacidn oxidante — antioxidante de forma balanceada,
debido a ello, el consumo de antioxidantes externos es fundamental en los sistemas bioldgicos

(Benitez-Estrada et al., 2020).

Los antioxidantes se definen como sustancias que neutralizan la capacidad oxidante
que producen los radicales usando como mecanismo la liberacién de electrones hacia el medio
0 mecanismo. Se agrupan en pequeias moléculas que pueden ser de origen exdgeno
(compuestos fendlicos) y/o enddgeno (sistema de defensa enzimatica (Vazquez-Ovando et al.,

2022).

Los compuestos exdgenos, por lo general, se obtienen al ingerir alimentos con

porcentaje alto de vitamina C, vitamina E, carotenoides, y por su mayor interés bioldgico los
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compuestos fendlicos (flavonoides, quercetina, flavona, isoflavona, entre otros); mientras que
los compuestos enddgenos se desarrollan al interior del organismo debido a la exposicién con
los radicales libres (Contreras-Calderdn et al., 2011). El consumo de alimentos con capacidad
antioxidante es la forma mas eficaz de suplantar la falta de antioxidantes que pueden ayudar

en la reduccidn del estrés oxidativo ocasionado por los RL.

Los frutos son considerados como alimentos ricos en antioxidantes sobre todo frutos
provenientes de regiones templadas, que gracias a su composicidon quimica contribuyen
notablemente a la actividad antioxidante, mientras que los reportes de frutos de regiones
tropicales que generan esta capacidad antioxidante han sido menos estudiados. La capacidad
antioxidante de extractos de frutos se relaciona a los efectos sinérgicos y aditivos de los
metabolitos secundarios que se encuentran en estos, debido a esto, ningln antioxidante
sintético es capaz de suplantar los beneficios aportados por los fitoquimicos naturales del fruto

(Quinza & Lépez, 2002)

El estado de madurez de los frutos es un parametro importante para determinar la
cantidad de contenido antioxidante, debido a que, la sintesis/degradacion y acumulaciéon de
principios activos son parte de este mecanismo (Rodriguez et al., 2005). Hoy en dia una de las
caracteristicas mas requeridas que deben tener los alimentos contemporaneos es su poder
antioxidante y su estudio para encontrarlos de forma natural y aprovecharlos en diversos

ambitos humanos es sumamente relevante.

Métodos de cuantificacion de la capacidad antioxidante

Los métodos de cuantificacidon para la actividad antioxidante aln son un tema de
debate, aln hoy en dia no existe un consenso entre investigadores para determinar el o los
apropiados para el analisis (Rahman et al., 2015). Debido a la falta de métodos mundialmente

unificados por la complejidad de sistemas y diversidad de matrices a evaluar, se utiliza aquel
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método que sea capaz de evaluar el efecto de los compuestos del fruto en condiciones redox

que logren imitar el estrés oxidativo causado por las ERO (Fernandez-Pachén et al., 2006).

Tabla 5

Requisitos a cumplir para estandarizar métodos de cuantificacion de capacidad antioxidante

Requisito Descripcidn

Primero Medir claramente las reacciones que ocurren

Segundo Uso de fuente de radicales biolégicamente relevante

Tercero El procedimiento debe contar con punto final y mecanismo de reacciéon
claro

Cuarto Facilidad de adquirir la instrumentacidn y productos quimicos

Quinto Reproductibilidad aceptable en una misma serie y en tiempo
prolongado

Sexto Adaptacion a ensayo de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos

Nota. Adaptado de Antioxidant activity/capacity measurement. 1. Classification,
physicochemical principles, mechanisms, and electron transfer (ET)-based assays por (Apak et

al., 2016), Journal of Agricultural and Food Chemistry.

Método DPPH

Se basa en la eliminacién del radical cromdégeno DPPH (2,2—difenil-1—picrilhidrazilo)
caracteristicamente de color purpura intenso. El mecanismo implica la neutralizacién del
radical DPPH mediante la donacidn de electrones del antioxidante y es detectable por
medicion en espectrofotometro UV a 517 nm acompafiados de una decoloracién que indica la

eficacia antioxidante (Lino et al., 2015).

El fundamento de este método se basa en el supuesto de que la actividad antioxidante

es significativamente parecida a su poder reductor. Ciertos factores pueden afectar los
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resultados de la prueba como la cantidad y tipo de disolvente usado, el mantenimiento del

reactivo y presencia de iones metalicos o hidrégeno (Murcia et al., 2001).

Método ABTS

Se denomina ensayo de capacidad de eliminacion del 4cido 2,2'-azinobis (3 —
etilbenzotiazolina—6—sulfénico) o en ocasiones también llamado TEAC (ensayo de la capacidad
antioxidante con equivalencia a TROLOX). Cuantifica que tan capaz es el antioxidante para
erradicar el catién, cromdforo de color azul-verde, ABTSe*. Se mide en espectrofotémetro UV a
734 nmy la eficacia de la prueba se basa en la disminucidn de la intensidad de color en

presencia de antioxidantes (Kuskoski et al., 2009).

Método FRAP

Este método se basa en la transferencia de electrones y la reduccién del complejo Fe®*
- TPTZ a un complejo ferroso Fe?* - TPTZ con caracteristico color intenso debido a los
antioxidantes presentes en medios acidos. Se suele representar a los resultados como un
estdndar antioxidante o como equivalentes micromolares de Fe?*. Suele medirse en
espectrofotdmetro UV a 593 nm y en condiciones acidas (pH 3.6) donde el aumento de la

absorbancia y la coloracidn azul intensa determinan el éxito de la prueba (Huet, 2017).

Principios activos con capacidad antioxidante

Algunos metabolitos secundarios obtenidos de los extractos de cada planta, ademas
de tener sus beneficios propios para la planta, brindan proteccion al inhibir reacciones en
cadena oxidante. Los principios activos estudiados con mayor capacidad antioxidante son los
compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentran los flavonoides, debido a su abundancia

y su capacidad de evitar la formacion de radicales libres (Cano P. et al., 2020).
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Compuestos fendlicos

Las especies vegetales sintetizan en mayor cantidad principios activos que
estructuralmente tienen un grupo fenol, es tan basto su sintesis que alrededor de 8000
compuestos entran en este grupo (Kempler & Kabaluk, 1996). Su polifuncionalidad es una de
las causas de su basto estudio entre los cuales se incluye su destacada capacidad antioxidante.
Algunas de las caracteristicas de las cuales depende esta capacidad antioxidante son: a)
numero y disposicion de los grupos hidroxilos y b) la actividad antioxidante depende de que la
sustitucidn orto/para en el grupo hidroxilo aumente su densidad de electrones y disminuya su

energia en el enlace oxigeno — hidrégeno (Echavarria et al., 2016).

Flavonoides

Son un subgrupo, caracterizado por sus dos anillos bencénicos enlazados por un
heterociclo pirdnico, perteneciente al grupo de los polifenoles derivados de aminodacidos
aromaticos, tirosina y fenilalanina. Suelen encontrarse en todos los alimentos con origen
vegetal, en frutas mds precisamente en la pulpa y en la cdscara en mayor cantidad en

comparacién con el resto de la planta (Rajurkar & Hande, 2011).
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Capitulo lll: Metodologia

Responsable del proyecto
El responsable del trabajo de titulacion es el Sr. GALO MAURICIO CANCHIGNIA
GUACOLLANTES, egresado de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las

Fuerzas Armadas ESPE.

Localizacion Geografica
El trabajo de titulacidon se elaborara en el CICTE, Universidad de las Fuerzas

Armadas ESPE — Av. General Rumifiahui s/n ECI 17501, Sangolqui, Pichincha, Ecuador

Periodo de investigacion
El trabajo de investigacion se llevara a cabo en el periodo MAYO 2023 — SEPTIEMBRE

2023, con una duracion de 4 meses.

Obtencion de la muestra

Se compro tres frutos de babaco (Carica pentagona Heilborn) en tres diferentes
estadios de maduracidn (madurez fisioldgica, estado de inmadurez/organoléptico y madurez
comercial) utilizando como parametro cualitativo el color de cada uno de los frutos para
determinar su indice de madurez. Los frutos se encontraron en la parroquia de Guasuganda

provincia de Cotopaxi.

Tratamiento de la muestra

Se obtuvo el extracto de cada fruto de babaco a partir de su pulpa para lo cual se
realizd un corte trasversal y con la ayuda de una cuchara se separd la pulpa del resto del fruto.
Del total de la pulpa se obtuvo 5 g que serdn utilizados para la extraccion de principios activos.
Los 5 g obtenidos fueron lavados con agua destilada y posteriormente colados para obtener la

muestra lo mas fresca posible.
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Extraccion de principios activos
Para la extraccion de principios activos se tomd en cuenta el protocolo de extraccidn

estudiado por (Correa, 2016) utilizando las muestras de babaco obtenidas.

Los extractos se prepararan al colocar 5 gramos de la pulpa de la muestra en 50 mL de
etanol al 99,5%. Las infusiones se agitaran durante 30 minutos y se centrifugaran a 5000 rpm
durante 20 minutos, transcurrido ese tiempo se descartd y almacend el sobrenadante a -4°C
durante 72 h para su posterior analisis. En todas las pruebas se utilizé el extracto puro por lo

que no fue necesario obtener diluciones de los extractos.

Contenido de fenoles totales — Método Folin — Ciocalteau
Se adaptd un protocolo para el método colorimétrico Folin — Ciocalteau utilizado por

(Palomino G et al., 2009).

Para el establecimiento de la cantidad de fenoles totales se afiadié 0,250 mL del
extracto de la muestra junto con 3 mL de agua destilada y 1,25 mL de reactivo de Folin —
Ciocalteau al 10% v/v, se homogenizo y se dejo reposar durante 8 minutos en oscuridad.
Pasado el tiempo de reposo se afiadié 3,75 mL de Na,COsal 7,5% y 0,6 mL de agua destilada,

nuevamente se homogenizd y se reposd las muestras en oscuridad durante 2 h.

La lectura en el espectrofotémetro UV se hizo a 765 nm y se obtuvo una curva de
calibracién con base en acido gélico de y = 0.0061x + 0.1393 (R?=0,9941), por lo tanto, en el
calculo de fenoles totales se tomd en cuenta equivalentes de 4cido gdlico (GAE) expresados

como mg GAE/g fw.

Contenido de flavonoides totales — Método con AICl;
Para cuantificar el contenido de flavonoides totales se adaptd un protocolo utilizado

por (Vega et al., 2017).
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El uso de cloruro de aluminio (AICI3) es caracteristico de este método de cuantificacion
ademas que se utilizé como estandar a la quercetina. Para la prueba se mezclé 2,58 mL del
extracto de babaco, 2 mL del solvente (etanol al 99,6%) y 1,8 mL de NaNO,. Se dejé reposar
durante 1 min para luego anadir 180 pL de AlCl; al 10% y 2,3 mL de agua destilada y se dejo

reposar en oscuridad durante 40 min para su posterior lectura.

Las muestras resultantes del ensayo se leyeron a 435 nm en espectro UV y se usé
quercetina para obtener una curva de calibracién y = 0.0149x + 0.0983 (R*= 0,9915)
obteniendo resultados de flavonoides totales expresados tomando en cuenta mg equivalentes

de quercetina expresados como mg QE/g fw.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Se utilizaron tres métodos espectrofotométricos — colorimétricos que son: método
FRAP (capacidad de reduccién férrica del plasma), DPPH (capacidad reductora del radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y ABTS (capacidad antioxidante mediante la reaccién del radical
acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) con mediciones a longitudes de onda

estandarizadas para cada método.

Determinacion del cardcter antioxidante por el método FRAP

Se adapto el protocolo de (Benitez-Estrada et al., 2020).

En la preparacién del reactivo FRAP se utilizd y se hizo reaccionar: 100 mL de buffer
acetato 0,3 M (pH 3,6); 10 mL de TPTZ 10 mM en HCl; 10 mL de FeCls.6H,0 20 mM, en

proporcién 10:1:1. El reactivo se dejd reposar a 4°C durante 3 horas fuera del alcance de la luz.

Se mantuvo los extractos fuera del alcance de la luz al momento en que se efectud la
reaccioén para lo cual se necesité 30 uL de la disolucién de la muestra juntamente con 900 uL
de reactivo FRAP y 90 uL de agua destilada. Se incubaron las muestras en bafio Maria a 37°C

durante 30 min evitando la interaccién con la luz. Para los blancos se siguié el mismo
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procedimiento con excepcién de la cantidad de muestra que fue reemplazada por la misma

cantidad de etanol.

Para la lectura en el espectrofotémetro UV se midieron las absorbancias a 593 nm vy se
utilizé la ecuacién de la curva de calibracién que fue y = 0,5981x - 0,0082 (R% = 0,9989). Los

resultados se expresaron en unidades de mg FeS04/100 g fw.

Determinacion del cardcter antioxidante por el método DPPH

Se adaptd el protocolo de (Amjad, 2021). La solucién stock de DPPH se prepard en
obscuridad utilizando 3,9 mg del radical DPPH y después se lo disolvié en 100 mL de etanol al
99,5%, fue necesario utilizar un sonicador durante 15 min para disolver el stock
correctamente. La medida final de la absorbancia a 517 nm debe estar en un rango de 0,7 £

0,05.

Para la prueba se ocupd 0,05 mL de a muestra con 1,45 mL del reactivo DPPH y se lo
dejé reposar en oscuridad durante 30 minutos. La absorbancia con la que se midié en el
espectro UV a una longitud de onda de 517 nm. En el blanco en lugar de 0,05 mL de muestra
se ocupd 0,05 mL del disolvente que se ocupd para realizar la prueba, en este caso etanol al

99,5%.

La disminucidn de la absorbancia es proporcional a la capacidad antioxidante de cada
muestra, debido a esto se calculd el porcentaje de inhibicidon ilustrado en la ecuacion 1. Se
utilizé la curva de calibracidn con Trolox expresada como y = -0.1142x + 0.7412 (R? = 0,9824).

Los resultados se expresaron en unidades de pmol Trolox/g fw.

, Acontrol — Amuesta
%inhibicion = Acontrol x 100
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Determinacion del cardcter antioxidante por el método ABTS

Se adaptd la metodologia usada por (Rajurkar & Hande, 2011). Para preparar la
solucién del radical ABTS+ se utilizd 5 mL de solucion ABTS 7 mM con 88 uL de persulfato de
potasio 140 mM. La mezcla se dejé reaccionar en un lapso de 12 a 48 h donde se obtuvo un
reactivo de color azul — morado que se diluyo con etanol al 99,6% y se midid a una longitud de
onda de 754 nm en espectro UV hasta obtener una absorbancia de 0,7 + 0,05. Cabe mencionar
que existe una relacion de 1:5 que permite determinar la cantidad de disolvente (etanol

absoluto) con respecto al reactivo madre de ABTS.

Para probar la inhibicién de radicales se hizo reaccionar 40 L de la muestra junto con
4 mL de la solucion diluida de ABTS durante 7 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad
prolongada para su posterior lectura a 734 nm en el espectrofotémetro UV. Al igual que en las
pruebas anteriores para el blanco se suplanté la cantidad de muestra por la misma cantidad en

disolvente etanol al 99,6%.

Se utilizd la curva de calibracién con Trolox que fue y = -0,2061x + 0,5611 (R? = 0,9704)

y los resultados se expresaron en umol Trolox/g fw.

Determinacion del peso seco

Para llevar a cabo la prueba se intenté empaquetar en hojas de papel periddico
aproximadamente 1 g de la muestra de cada uno de los estadios. Inmediatamente se sell6 para
evitar pérdidas de liquido anticipado y se sometieron a presién durante aproximadamente 7
dias para promover un secado mas rapido. Se triplico la prueba por cada muestra y se calculd

su porcentaje de humedad.

Andlisis estadistico

Las muestras serdn analizadas en tres estadios diferentes de maduracién postcosecha.
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Factores de estudio

Para la evaluacién de la composicidn de los principios activos se usaron factores de
estudio como la determinacion de los compuestos fitoquimicos (fenoles/flavonoides totales) y
el cardcter antioxidante de los extractos de Carica pentagona Heilborn (babaco) usando tres

métodos diferentes (FRAP, DPPH, ABTS).

Unidad experimental
La unidad experimental seran los tres diferentes estados de maduracidn del fruto de
babaco: estado fisioldgico (verde), madurez incompleta/estado organoléptico (verde-amarillo)

y madurez comercial (amarillo).

Tratamientos

Para la evaluacidn estadistica de los compuestos fitoquimicos (fenoles/flavonoides
totales) se realizé un disefio factorial mixto 2x3. Se establecié 2 métodos para determinar el
contenido de fenoles totales (TPC) y contenido de flavonoides totales (TFC) (a = 2) para 3
muestras de cada uno de los tres estadios de maduracién del fruto (b = 3). El experimento se

realizara con tres réplicas (n = 3). Toda la informacion se sintetizé en la Tabla 6.

Tabla 6

Disefio experimental factorial 2x3 de los estadios de maduracion de babaco para la

determinacion de compuestos fitoquimicos: fenoles totales (TPC) y flavonoides totales (TFC).

Métodos Estadio de maduracién del fruto
Estadio | (verde) Estadio Il (verde- Estadio Il (amarillo)
amarillo)
Fenoles totales 3 3 3

Flavonoides 3 3 3
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Para el analisis de la actividad antioxidante se establecio tres métodos para
cuantificar el % de inhibicién (a = 3) y tres muestras de cada uno de los tres estadios de
maduracién del fruto (b = 3); disefiando asi un experimento factorial mixto 3x3 ilustrado

lo indica la Tabla 7. El andlisis se realizara con tres réplicas (n = 3).

Tabla 7

Unidad estadistica factorial 3x3 para la determinacion de la actividad antioxidante en muestras

de babaco.
Métodos Estadio de maduracién de la planta
Estadio | (verde) Estadio Il (verde- Estadio Ill (amarillo)
amarillo)
DPPH 3 3 3
FRAP 3 3 3
ABTS 3 3 3

Esquema de andlisis de varianza
El analisis de varianza (ANOVA) se detalla en la Tabla 8 tomando en cuenta un disefio
factorial mixto 2x3 y 3x3 para la cuantificacidén de los compuestos fitoquimicos y el caracter

antioxidante respectivamente.

Tabla 8

Esquema de un ANOVA para el disefio factorial mixto 2x3 y 3x3.

Compuestos Caracter
Fuente Grados de libertad
fitoquimicos antioxidante

Método (a) a-1 1 2
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Muestras (b) b-1 2 2
Efecto ab (a-1)(b-1) 2 4
Error (e) ab(n-1) 12 18

Total abn-1 17 26

Para establecer comparaciones de correlacidén entre las pruebas de deteccién de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante se utilizarda como medida estadistica los

coeficientes de correlacion de Pearson.
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Capitulo IV: Resultados

Obtencion de muestras
Se recolectaron tres muestras de Carica pentagona Heilborn (babaco) en tres
diferentes estadios de madurez. Se nombrd cada muestra con nomenclaturas especificas

(Tabla 9) que permitieron una mayor agilidad para expresar los resultados.

Tabla 9

Descripcion y nomenclatura de las tres muestras de Carica pentagona Heilborn

Muestra Nombre Descripcion Nomenclatura
Fruto de babaco, estadio de Color verde en su
1 CP-El
madurez | — estado fisioldgico totalidad, textura sélida
Fruto de babaco, estadio de Color verde — amarillo,
2 CP-Ell
madurez Il — madurez incompleta textura solida
Fruto de babaco, estadio de Color amarillo en su
3 CP-EllI
madurez Il — madurez comercial totalidad, textura blanda

El muestreo empleado en el sector de Guasuganda provincia de Cotopaxi dieron como
resultado la obtencién de las tres muestras. Cabe destacar que se emplearon muestras de
babaco exclusivamente cosechados del sector seleccionados con exhaustivo cuidado para sus

respectivos analisis.
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Figura 2

Ejemplares obtenidos del muestreo de Carica pentagona Heilborn

Antes de su analisis fitoquimico se obtuvo extractos etandlicos de la pulpa de cada uno

de los babacos en uso (Figura 2).

Obtencidn de extractos con el uso de etanol

Se usaron las pulpas de cada uno de los babacos para obtener extractos etandlicos.
Con la ayuda de un mortero se trituraron las pulpas e inmediatamente se transvasaron y
mezclaron 5 g de pulpa con 50 mL de etanol al 99,6% en tubos Falcon rotulados para su
posterior reposo durante al menos 48 horas. No fue necesario realizar diluciones a los

extractos puros.

Determinacidn y cuantificacion del caracter antioxidante
Para el estudio se utilizaron tres métodos espectrofotométricos — colorimétricos para
cada una de las muestras del género Carica identificados con anterioridad como: método

FRAP, método DPPH y método ABTS.
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Cuantificacion del cardcter antioxidante por el método ABTS

La cuantificacion del caracter antioxidante por el método ABTS se basa en la
decoloracién del radical (azul-verdoso) al momento de la reaccién con moléculas antioxidantes
que presenta la muestra. De esta manera si se genera reaccion el catién radical pasa de su

color caracteristico a incoloro debido a su transformacion a forma neutra.

Los resultados del porcentaje de inhibicién determinaron que hubo una mayor
inhibicion de ABTS" en el fruto de babaco en su tercer estadio con un valor promedio de
73,67%, mientras que el porcentaje de inhibicidn menor lo presenté el fruto de babaco en su

primer estadio de madurez con un valor promedio de 24,39% (Figura 3).

Figura3

Porcentaje de inhibicidon de los RL de muestras de babaco por el método ABTS.

76,787 73,673
62,8581
c
h=l
o
o .
-_g 48,929
R 41,885
35,0004
24,389
21,071 T T 1
CP-El CP-Ell CP-Ell
sample

Elaborado por: Galo Canchignia (2023)

Los valores resultantes del porcentaje de inhibicidn de RL ABTS* se procesaron con la
ayuda de la curva de calibracion (Apéndice 1) dando como resultados cantidades expresadas
en unidades de umol Trolox/g fw. La capacidad antioxidante usando el método ABTS

claramente predomina en el estadio Il del fruto de babaco (madurez completa, CP-Elll) con un
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valor promedio de 75,51 umol Trolox/g fw, en cambio, en el fruto de babaco en su primer
estadio (madurez fisioldgica, CP-El) se observa que la capacidad antioxidante que genera es la

menor con un valor de 17,70 umol Trolox/g fw (Figura 4).

Figura 4

Medidas de resumen descriptivas de la capacidad antioxidante por el método ABTS para

muestras de babaco.

Medidas resumen

sample Variable Media

D.E. E.E. Mediana
CP-EI umol Trolox gffw 17,70 0,5

0,8

0,6

2 0,53 17,67
82 0,47 38,38
§ 0,39 75,15

CP-EII umol Trolox gffw 38,23
CP-EIII umol Trolox gffw 75,51

Para el andlisis experimental de los resultados previo a obtener la ANOVA se tuvieron
que verificar los tres supuestos (normalidad, homocedasticidad e independencia de datos) que

corresponden a un analisis estadistico paramétrico.

Para comprobar el supuesto de normalidad se utilizé el Test Shapiro — Wilk
confirmando o no que los datos siguen una distribucién normal, los resultados del test se
observan en la Figura 5 utilizando como referencia p_valor 2 0,05 que verificé la validez del

test (p = 0,2240).

Figura 5

Test Shapiro — Wilk para la evaluacion del supuesto de normalidad por el método ABTS.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO %inmhibiciém & 0,00 0,60 0,88 0,2240
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El otro supuesto que se comprobé y cumplid para el andlisis fue el de
homocedasticidad, para lo cual se utiliz6 un ANOVA con una causa de variacion (residuos del
porcentaje de inhibicién, RABS) utilizando como referencia un p_valor > 0,05 del cual se
obtuvo un valor mayor al de referencia (p = 0,9495) dando por hecho que no existe la
evidencia suficiente para concluir que los residuos no son homogéneos, aceptando la
homocedasticidad de la prueba (Figura 6). El Test usado también es conocido como Test de

Levene

Figura 6

Andlisis de varianza usando los residuos para la evaluacion del supuesto de homocedasticidad

por el método ABTS.

Anali=si=s de la varianza

Variable N Rt Rf Aj CV
RABS %inhibicién 9 0,02 0,00 67,54

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modele 0,01 2 0,01 0,05 00,9435
gample 0,01 2 0,01 0,05 0,94595
Error 0,67 & 0,11

Total 0,68

[RE]

Por ultimo, para verificar la independencia de datos se realizé un diagrama de
dispersidon donde se observé que no existan dos caracteristicas: sobreposicion de los datos y
tendencias. En la Figura 7 se puede observar el diagrama de dispersion y se determind que no
existe ninguna de las caracteristicas antes descritas, por lo tanto, la independencia de datos se

cumple.
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Figura 7

Diagrama de dispersion para la evaluacion de independencia de datos por el método ABTS.
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Elaborado por: Galo Canchignia (2023)

Para el andlisis de varianza (ANOVA) al comprobarse del cumplimiento de los tres
supuestos con un nivel de significancia del 0,05 y obtenido un valor p menor a 0,0001, hubo
suficiente evidencia para rechazar la hipdtesis nula, existe diferencia significativa entre las

muestras comparadas (Figura 8).
Figura 8

Andlisis de varianza del cardcter antioxidante en muestras de babaco para el método ABTS.

Analisis de la varianza

Variable N R® R Aj CV
$inhibicién 9 1,00 1,00 1,48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—-valor

Modelo 3745,58 2 1872,75 3504,15 <0,0001
sample 3745,53 2 1872,79 3504,19 «<0,0001

Error 2,88 6 0,48

Total 3748,46 B
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Para la comparacién de las medias de los extractos, se realizé el Test de Tukey usando
un nivel de significancia del 95%, donde se identificd las diferencias significativas entre los
grupos. Para CP-Elll se verificd que se encuentra dentro del Grupo C siendo la de mayor
cardacter antioxidante de los extractos analizados, y CP-El (Grupo A) el menor de todos (Figura
9). De esta manera se constata que el estado de madurez en el que se encuentra el fruto de

babaco influye en la actividad antioxidante que este fruto pueda aportar.

Figura 9

Prueba de significancia de Tukey sobre el cardcter antioxidante en muestras de babaco para el

método ABTS.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,73511
Error: 00,4797 gl: &
sample Medias n E.E.

CP-EI 24,39 3 0,40 A
CP-EII 41,89 3 0,40 B
CP-EIII 73,67 3 0,40 C

Medias con upa letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuantificacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH

Para este método la forma de comprobar visualmente la presencia de moléculas
antioxidantes en los extractos de babaco es el cambio de color violeta oscuro del 1,1-difenil-2-
picrilhidrazina (DPPH) en etanol hacia un color amarillo palido inducido por la reaccion de una
molécula antioxidante presente en el extracto de babaco que dona un atomo de hidrégeno y
genera este cambio de color en la solucién. De esta manera el radical DPPH se transforma en

2,2-difenil-1-hidrazina.

Los resultados del porcentaje de inhibicién determinaron que hubo una mayor
inhibicidn de los radicales libres en el fruto de babaco en su tercer estadio (CP-Elll) con un

valor promedio de 80,3922%, mientras que el porcentaje de inhibicién menor lo presento el
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fruto de babaco en su primer estadio de madurez (CP-El) con un valor promedio de 55,8260%

(Figura 10).
Figura 10

Porcentaje de inhibicion de los RL de muestras de babaco por el método DPPH.
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Elaborado por: Galo Canchignia (2023)

Los valores resultantes de la lectura del porcentaje de inhibicidn se procesaron con la
ayuda de la curva de calibracion (Apéndice 2) dando como resultados cantidades expresadas
en unidades de umol Trolox/g fw. Para este método la mejor actividad antioxidante la tuvo el
fruto de babaco en su tercer estadio (madurez completa, CP-Elll) con un valor promedio de
175,22 umol Trolox/g fw, y la peor actividad en el fruto de babaco en su primer estadio

(madurez fisioldgica, CP-El) con un valor promedio de 120,85 umol Trolox/g fw (Figura 11).
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Figura 11

Medidas de resumen descriptivas de la capacidad antioxidante por el método DPPH para

muestras de babaco.

Medida=s resumen

sample Variable Media D.E. E.E. Mediana
CP-EI umcl Trolox/g fw 120,85 2,06 1,19 121,14
CP-EII umol Trolox/g fw 138,80 2,06 1,19 135,10
CP-EIIT umol Trolox/g fw 175,22 3,8% 2,25 175,22

Para aplicar una estadistica paramétrica para este método se comprobaron los

supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de datos.

Para comprobar el supuesto de normalidad se utilizé el Test Shapiro — Wilk
confirmando o no que los datos siguen una distribucién normal, los resultados del test se
observan en la Figura 12 utilizando como referencia p_valor 2 0,05 que verificé la validez del

test (p = 0,8104).

Figura 12

Test Shapiro — Wilk para la evaluacion del supuesto de normalidad por el método DPPH.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC umol Trolox/g fw 5 0,00 2,43 0,95 00,8104

Para el supuesto de homocedasticidad se utilizé6 un ANOVA con una causa de variacion
(residuos, RABS) utilizando como referencia un p_valor = 0,05 del cual se obtuvo un valor
mayor al de referencia (p = 0,6094) dando por hecho que no existe la evidencia suficiente para
concluir que los residuos no son homogéneos, aceptando la homocedasticidad de la prueba

(Figura 13).
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Figura 13

Andlisis de varianza usando los residuos para la evaluacion del supuesto de homocedasticidad

por el método DPPH.

Anali=si=s de la varianza

Variable H R R® Aj CW
RABS umol Trolox/g fw 9 0,15 0,00 83,74

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. = gl CM F p-valor

Modelo 2,56 1,28 0,54 0,6094

sample 2,56 1,28 0,54 0,6094

Error 14,25 2,37

Total 16,80

[== T I S 8

Para verificar la independencia de datos se realizé un diagrama de dispersion donde se
observé que no existan dos caracteristicas: sobreposicién de los datos y tendencias. En la
Figura 14 se puede observar el diagrama de dispersién y se determind que no existe ninguna

de las caracteristicas antes descritas, por lo tanto, la independencia de datos se cumple.

Figura 14

Diagrama de dispersion para la evaluacion de independencia de datos por el método DPPH.
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Elaborado por: Galo Canchignia (2023)



Para el andlisis de varianza (ANOVA) al comprobarse del cumplimiento de los tres

supuestos con un nivel de significancia del 0,05 y obtenido un valor p menor a 0,0001, hubo

suficiente evidencia para rechazar la hipdtesis nula, existe diferencia significativa entre las

muestras comparadas (Figura 15).

Figura 15

Andlisis de varianza del cardcter antioxidante en muestras de babaco para el método DPPH.

Analisis de la wvarianza

Variable H R R® A3 CW

tinhibicién & 0,595 0,5% 1,50

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sSC gl CH F p-valor

Modelo 940,01 2 470,01 292,20 <0,0001

sample 940,01 2 470,01 292,20 <0,0001

Error 9,85 & 1,61

Total 949,668 B8
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Para la comparacidn de las medias de los extractos, se realizo el Test de Tukey usando

un nivel de significancia del 95%, donde se identific las diferencias significativas entre los

grupos. Al igual que en el Test Tukey para el método DPPH, se verificéd que CP-Elll inhibe los RL

en mayor porcentaje (Grupo C), y CP-El (Grupo A) presenta el menor grado de inhibicién de los

tres grupos comparados (Figura 16).

Figura 16

Prueba de significancia de Tukey sobre el cardcter antioxidante en el fruto de babaco para el

método DPPH.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,17732

Error: 1,&6085 gl: &

sample Medias n E.E.

CP-EI 55,83 2 0,73 A
CP-EII 63,594 3 0,73 B
CP-EIIT 80,3% 3 0,73 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes

{p > 0,05}
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Cuantificacion del cardcter antioxidante usando el método FRAP

Para el método FRAP se obtuvieron resultados en base a la concentracién de Fe?
presentes en cada muestra como referencia del potencial reductor. La muestra de babaco en
tercer estadio (CP-Elll) presentd el poder reductor mds elevado entre las muestras con un valor
promedio de 1,425 mM Fe?, mientras que la muestra con menor poder reductor fue la de

babaco en su primer estadio (CP-El) con un valor promedio de 0,450 mM Fe?* (Figura 17).

Figura 17

Poder reductor expresados en mM Fe?* de muestras de babaco para la prueba FRAP.
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Los resultados previamente obtenidos en unidades de mM Fe?* fueron transformados
mediante la curva de calibracién (Apéndice 3) y se expresaron en unidades de mg FeSO, por
cada 100 g de muestra. En este caso se obtuvieron directamente proporcionales a los
obtenidos en la Figura 18, en dénde, el mayor poder reductor lo obtuvieron las muestras CP-
Elll y el menor poder reductor las muestras CP-El con valores promedio de 712,70 mg

FeS04/100 g fw y 225,05 mg FeS0,/100 g fw respectivamente.
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Figura 18

Medidas de resumen descriptivas del poder reductor por el método FRAP para muestras de

babaco.

Medidas resumen

sanple Variable Media D.E. E.E. Mediana
CP-EI mgy FeS04/100g fw 225,05 5,85 3,38 225,05
CP-EII mg FeS504/100g fw 473,33 6,69 3,836 473,33
CP-EIII mg FeS504/100g fw 712,70 6,16 3,56 714,53

Para aplicar una estadistica paramétrica para este método se comprobaron los

supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de datos.

Para comprobar el supuesto de normalidad se utilizé el Test Shapiro — Wilk
confirmando o no que los datos siguen una distribucién normal, los resultados del test se
observan en la Figura 19 utilizando como referencia p_valor > 0,05 que verifico la validez del

test (p =0,1139).

Figura 19

Test Shapiro — Wilk para la evaluacion del supuesto de normalidad por el método FRAP.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUOC mM Fe2+ S 0,00 0,01 0,85 00,1135

Para el supuesto de homocedasticidad se utilizé un ANOVA con una causa de variacidn
(residuos, RABS) utilizando como referencia un p_valor 2 0,05 del cual se obtuvo un valor
mayor al de referencia (p = 0,9590) dando por hecho que no existe la evidencia suficiente para
concluir que los residuos no son homogéneos, aceptando la homocedasticidad de la prueba

(Figura 20).



59

Figura 20

Andlisis de varianza usando los residuos para la evaluacion del supuesto de homocedasticidad

por el método FRAP.

Analisis de la wvarianza

Variable N R® R® Aj CV
RABS mM Fe2+ © 0,01 0,00 75,28

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sSC gl CH F p-valor

Modelo 3,&E-06&6 1,8E-06 0,04 0O,9590

sample 3,6E-06&6 1,8E-06 0,04 0O,9590

Error 2,&E-04 4,3E-0S

Total 2,&E-04

[= £ I S5 8

Para verificar la independencia de datos se realizé un diagrama de dispersion donde se
observé que no existan dos caracteristicas: sobreposicién de los datos y tendencias. En la
Figura 21 se puede observar el diagrama de dispersidén y se determiné que no existe ninguna

de las caracteristicas antes descritas, por lo tanto, la independencia de datos se cumple.

Figura 21

Diagrama de dispersion para la evaluacion de independencia de datos por el método FRAP.
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Elaborado por: Galo Canchignia (2023)



60

Para el andlisis de varianza (ANOVA) al comprobarse del cumplimiento de los tres
supuestos con un nivel de significancia del 0,05 y obtenido un valor p menor a 0,0001, hubo
suficiente evidencia para rechazar la hipdtesis nula, existe diferencia significativa entre el

potencial reductor de las muestras comparadas (Figura 22).

Figura 22

Andlisis de varianza del poder reductor en muestras de babaco para el método FRAP.

Anali=si=s de la varianza

Variable N R® Rf Aj CV
mM Fe2+ © 1,00 1,00 1,33

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CHM F p-valor

Modelo 1,43 2 0,71 4575,96 <0,0001
sample 1,43 2 0,71 4575,96 <0,0001
Error 9,4E-04 & 1,6E-04

Total 1,43 8

Para la comparacién de las medias de los extractos, se realizé el Test de Tukey usando
un nivel de significancia del 95%, donde se identificd las diferencias significativas entre los
grupos. Se verifico la hipdtesis alternativa que muestra a CP-Elll como el grupo con mayor
poder reductor (Grupo C), y CP-El (Grupo A) como el grupo con el menor poder reductor

difiriendo significativamente los valores entre los grupos (Figura 23).

Figura 23

Prueba de significancia de Tukey sobre el cardcter antioxidante en el fruto de babaco para el

método FRAP.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03128
Error: Q,0002 gl: &
sample Medias n EL.E.

CP-EI 0,45 3 0,0l A
CP-EII 0,95 3 0,01 B
CP-EIIT 1,43 3 0,01 C

Medias con una letra comuin no son significativaments difersntss (p » 0,.05)
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Cuantificacion del contenido de fenoles totales — Método de Folin — Ciocalteau
El método Folin — Ciocalteau es el mas utilizado para determinar el contenido de
fenoles totales. Para el procesamiento de datos se utilizé la curva de calibracién con acido

gélico (Apéndice 4) en concentraciones entre 0 a 0,5 mg/mL. La ecuacién que se obtuvo fuey =

0,0061x + 0,1393 (R?> = 0,9941).

En base a la Figura 24 se determind que la muestra de babaco en su tercer estadio (CP-
Elll) presenta la mayor concentracion promedio de 276,624 mg TPC/L y que la menor
concentracién de 150,940 mg TPC/L pertenece al estudio de la muestra de babaco en su

primer estadio (CP-El).
Figura 24

Contenido de fenoles totales en muestras de babaco.
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Elaborado por: Galo Canchignia (2023)

Para representar de forma numéricamente concreta se expresaron los resultados de
mg TPC/L en unidades de mg equivalentes de GAE por cada g de muestra fresca. La mayor
concentracion la tuvo el fruto de babaco en su tercer estadio (madurez completa, CP-Elll) con

un valor promedio de 13,83 mg GAE/g fw, y la peor actividad en el fruto de babaco en su
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primer estadio (madurez fisioldgica, CP-El) con un valor promedio de 7,55 mg GAE/g fw (Figura

25).

Figura 25

Medidas de resumen descriptivas del contenido de fenoles totales en muestras de babaco.

Medidas resumen

sample Variable Media D.E. E.E. Mediana
CP-EI my QEfg fw 7,55 0,05 0,03 7.57
CP-EIT mg QEfg fw 5,63 0,05 0,03 9,85
CP-EIII mg QEfg fw 13,83 0,04 0,02 13,84

Al momento de aplicar los supuestos para una estadistica paramétrica se determind
que el supuesto de normalidad mediante el Test Shapito — Wilk no se cumplié (p = 0,0077)

(Figura 26).

Figura 26

Incumplimiento del Test Shapiro — Wilk para la evaluacion del supuesto de normalidad en la

determinacion de fenoles totales.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC mg TFC/L & 0,00 0,78 0,77 0,0077

Debido al incumplimiento del supuesto de normalidad se utilizaron métodos no
paramétricos. El método elegido fue el Test Kruskal Wallis que a un nivel de significancia de
0,05y p_valor =0,036, lo que determind que existe diferencia significativa en el contenido de

fenoles totales entre los grupos (Figura 27).
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Figura 27

Test de Kruskal Wallis (andlisis no paramétrico) del contenido total de fenoles.

Prueba de EKruskal Wallis

Variable sample N Medias D.E. Medianas H ja.
mg TFC/L CP-EI 3 150,94 1,00 151,48 7,20 0,0036
mg TFC/L CP-EII 3 182,65 0,90 152,52

mg TFC/L CP-EIII 3 276,62 0,79 276,85

La comparacion entre medias en la prueba Kruskal Wallis (Figura 28) evidencié que no
existe diferencia significativa entre las muestras CP-El y CP-Ell (ambos en el Grupo A) pero si

existe diferencia significativa entre CP-El (Grupo A) y CP-Elll (Grupo B).

Figura 28

Comparacion de medias para el método Folin — Ciocalteau.

Tratc. Medias Ranks
CP-EI 150,54 2,00 A
CP-EIT 192,65 5,00 A
CP-EIII 276,62 §,00

Medias cor una lekra comiin no son sigrificativamente diferentes (p = 0,05}

B
B

Cuantificacion del contenido de Flavonoides totales

En este método colorimétrico se forman complejos de color amarillento que
determinan la presencia de flavonoides de las muestras de babaco. Para ello se utilizé la curva
de calibracion usando como patrén la quercetina en concentraciones entre 0 a 0,150 mg/mL

(Apéndice 5). La ecuacién que se obtuvo fue y = 0,0149x + 0,0983 (R? = 0,9915).

Los flavonoides al pertenecer al grupo de fenoles generaron que para el ensayo se
obtuvieron resultados en relacidn con el contenido de fenoles totales. Por lo tanto, el grupo
con mayor contenido de flavonoides fue el de babaco en su tercer estadio (CP-Elll) con un
valor promedio de 6,618 mg TFC/50 mL, mientras que el primer estadio fue el que tuvo menor

cantidad promedio de flavonoides con un valor de 2,052 mg TFC/50 mL (Figura 29).



Figura 29

Contenido de flavonoides totales en muestras de babaco.
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mayor cantidad de flavonoides la presenté la muestra de babaco en el tercer estadio (CP-Elll)

con un valor de 5,29 mg QE/g fw vy, al contrario, la muestra de babaco en su primer estadio fue

la que menor cantidad tuvo con un valor promedio de 1,64 mg QE/g fw (Figura 30).

Figura 30

Medidas de resumen descriptivas del contenido de flavonoides totales en muestras de babaco.

Medidas resumen

sample Variable Media D.E. E.E. Mediana
CP-EI mg QEfg fw 1,64 0,098 0,05 1,65
CP-EIT mg QEfg fw 2,80 0,13 0,08 2,8

CP-EIIT mg QEfg fw 5,29 0,18 0,10 5,33

Para aplicar una estadistica paramétrica se comprobaron los supuestos de normalidad,

homocedasticidad e independencia de datos.

Para comprobar el supuesto de normalidad se utilizé el Test Shapiro — Wilk

confirmando o no que los datos siguen una distribucidn normal, los resultados del test se
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observan en la Figura 31 utilizando como referencia p_valor 2 0,05 que verificé la validez del

test (p = 0,6474).

Figura 31

Test Shapiro — Wilk para la evaluacion del supuesto de normalidad para flavonoides totales.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* pi(Unilateral D)
RDUC mg QE/g fw 9 0,00 0,12 0,93 00,6474

Para el supuesto de homocedasticidad se utilizé6 un ANOVA con una causa de variaciéon
(residuos, RABS) utilizando como referencia un p_valor > 0,05 del cual se obtuvo un valor
mayor al de referencia (p = 0,5520) dando por hecho que no existe la evidencia suficiente para
concluir que los residuos no son homogéneos, aceptando la homocedasticidad de la prueba

(Figura 32).

Figura 32

Andlisis de varianza usando los residuos para la evaluacion del supuesto de homocedasticidad

para flavonoides totales.

Anali=sis de la wvarianza

Variable N R RT Aj CV
RABS mg QE/g fw 9 0,18 0,00 75,01

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 0,01 2 3,3E-03 0,66 00,5520
sample 0,01 2 3,3E-03 0,66 00,5520
Error 0,03 6 0,01
Total 0,04 8

Para verificar la independencia de datos se realizé un diagrama de dispersién donde se

observé que no existan dos caracteristicas: sobreposicion de los datos y tendencias. En la
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Figura 33 se puede observar el diagrama de dispersién y se determind que no existe ninguna

de las caracteristicas antes descritas, por lo tanto, la independencia de datos se cumple.

Figura 33

Diagrama de dispersion para la evaluacion de independencia de datos para flavonoides totales.
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Elaborado por: Galo Canchignia (2023)

Para el anadlisis de varianza (ANOVA) al comprobarse del cumplimiento de los tres
supuestos con un nivel de significancia del 0,05 y obtenido un valor p menor a 0,0001, hubo
suficiente evidencia para rechazar la hipdtesis nula, existe diferencia significativa entre las

muestras comparadas (Figura 34).

Figura 34

Andlisis de varianza del cardcter antioxidante en muestras de babaco para flavonoides totales.

Analisis de la varianza

Variable N R® R® BAj CV
myg QF/g fw © 0,95 0,99 4,30

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 20,90 2 10,45 537,07 <0,0001

sample 20,90 2 10,45 537,07 <0,0001

Error 0,12 & 0,02

Total 21,02 §
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Para la comparacién de las medias de los extractos, se realizé el Test de Tukey usando
un nivel de significancia del 95%, donde se identificd las diferencias significativas entre los
grupos. Se verificé que CP-Elll efectivamente presenta mayor cantidad de flavonoides (Grupo
A), y CP-El (Grupo C) presenta una menor cantidad en comparacién con los otros dos grupos

(Figura 35).

Figura 35

Prueba de significancia de Tukey sobre el cardcter antioxidante en el fruto de babaco para

flavonoides totales.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,34945
Error: 00,0185 gl: &
sample Medias n E.E.

CP-EI 1,64 3 0,08 L

CP-EII 2,80 3 0,08 B

CP-EIII 5,25 3 0,08 C
1

Medias con upa letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Correlacion de Pearson
Se obtuvieron los datos de la correlacidon de Pearson entre los 5 métodos utilizados.
Este método es aplicable para la medicién de la relacién estadistica entre dos variables

cuantitativas como se observa en la Figura 36.

Se observa que existe una correlacidn positiva elevada entre los principios activos
estudiados y el caracter antioxidante que estos pueden producir, dando como resultados de
correlacién entre TPC con respecto a DPPH, ABTS y FRAP de 1,00, 0,97 y 0,99 respectivamente.
Igualmente, la correlacidn entre TFC con respecto a DPPH, ABTS y FRAP de 0,95, 1,00y 0,99
respectivamente. En cuanto a la correlacién en los métodos de capacidad antioxidante se
observa una correlacion positiva entre FRAP con ABTS y DPPH con valores de 0,98 y 1,00

respectivamente.



Figura 36

Coeficientes de correlacion de Pearson entre los principios activos y el cardcter antioxidante.

Coeficientes de correlacion

Corrslacion de Psarson:

TEC TFC DPPH LBTS FRLP
TPC 1,00 4,4E-05 8,6E-12 1,2E-05 1,1E-06
TFC 0,96 1,00 7,4E-05 9,1E-09 3,5E-07
DFPFH 1,00 0,85 1,00 2,2E-05 2,4E-06
LBTS 0,97 1,00 0,97 1,00 &,0E-08
FELFP 0,99 0,98 0,98 1,00 1,00

Determinacion del peso seco

Cosficientes\probabilidadss
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Los resultados se obtuvieron después de un secado de 7 dias de tres repeticiones para

cada muestra. Estos resultados se plasmaron en la Tabla 10.

Tabla 10

Pesos frescos, pesos secos y % de humedad en muestras de babaco.

Nombre #Rep

Peso fresco (g)

Peso seco (g)

% Humedad

CP-El 2

CP-Ell 1

CP-Elll 1

1,015

1,008

1,010

1,012

1,011

1,007

1,016

1,010

1,012

0,392

0,402

0,400

0,250

0,242

0,237

0,095

0,100

0,084

61,379

60,119

60,396

75,296

76,063

76,465

90,650

90,099

91,700
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Capitulo V: Discusién

El estudio incesante del ser humano para obtener beneficios de su entorno es una
caracteristica que ha implementado desde sus primeros pasos en nuestro planeta. Las plantas,
particularmente los frutos, no son la excepcidn a este estudio por sus beneficios producto de la
ingesta en la dieta diaria y sus funciones como conservantes naturales (Munekata et al., 2023).
La presencia de moléculas antioxidantes enddgenas en la mayoria de los frutos ha sido tema
de estudio en los ultimos afios debido a la variedad de soluciones para prevenir enfermedades

y como sustitutos naturales de antioxidantes sintéticos (Bisbal et al., 2020).

Desde que se concibe el fruto en la planta este adquiere nutrientes sintetizados por las
hojas (savia elaborada) que viajan hacia el fruto y le otorgan moléculas beneficiosas para su
desarrollo, entre las cudles se encuentra la vitamina C, vitamina A, Fe, Ca, P, ademas de
compuestos bioactivos como fenoles, aminoacidos, saponinas, taninos, flavonoides, entre
otros (Espada et al., 2020). La presencia de estos compuestos bioactivos en el fruto genera un
interés extra debido a su relacion directa en la capacidad antioxidante que pueden generany

aportar (Nemzer et al., 2020).

A partir de su formacién los frutos pasan por varias etapas de maduracién en las que
terminan su desarrollo y muestran mayor cantidad de compuestos fitoquimicos gracias a
diversas reacciones quimicas internas que generan con poderosas propiedades antioxidantes
(Oszmianski et al., 2018). (Dominguez, 2011) realizd ensayos de capacidad antioxidante y
cantidad de compuestos fendlicos en 4 distintos estados de madurez del fruto de pifa cv.
“Esmeralda” dénde demostrd que a medida que el fruto madura el contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante aumentan, siendo los niveles mas bajos para el primer
estado y los mas altos para el cuarto estado de madurez. En este estudio se identificd el mismo
patrén de tendencia en donde el tercer estadio de madurez de babaco presento los valores

mas altos de actividad antioxidante y compuestos fendlicos. Este incremento en la actividad
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antioxidante se explica mediante el aumento de la hidrélisis de taninos que promueven el
aumento de la cantidad de fenoles provocando a su vez un aumento en el caracter

antioxidante (Mufioz et al., 2010).

Los frutos del género Carica contienen altos porcentajes de fibra dietética y
compuestos con un alto poder reductor entre los cuales se puede mencionar compuestos
bioactivos como polifenoles, vitamina C, carotenoides, entre otros (Vega-Galvez et al., 2021).
Existen factores que pueden determinar la mayor presencia o ausencia de estos compuestos
bioactivos como los estados de madurez, el tipo de solvente de extraccidn y su composicion, y
la ubicacion de donde provenga el cultivo (Chen et al., 2022). Para el estudio se utilizé etanol
absoluto como solvente de muestras provenientes de la region andina (Guasuganda-Cotopaxi)

y con tres estadios de madurez postcosecha.

EL uso de etanol (EtOH) para obtener los extractos se debe a como este solvente
puede disolver los compuestos enddgenos presentes en el fruto (cascaras y pulpa) (Chen et al.,
2022). En el caso de los compuestos fendlicos segun (Sultana et al., 2009) estos presentan un
grupo hidroxilo que facilita su alta solubilidad en disolventes orgdnicos polares obteniendo una
mayor eficacia al utilizar soluciones acuosas del solvente mds no en su forma absoluta. El uso
de etanol o metanol como disolvente puede variar los resultados de forma numérica mas no
en forma conceptual, sin embargo, gracias a una polaridad mayor del metanol en comparacion
del etanol es recomendable el uso del primer solvente para evitar grandes sesgos en los

resultados obtenidos (Correa, 2016).

Los resultados empleando el método ABTS arrojaron los mayores valores de inhibicion
de los RL en el tercer estadio (CP-Elll) con valores promedio de 73,673% de inhibicién
correspondientes a una actividad antioxidante de 75,51 pmol Trolox/g fw y para DPPH de
175,22 umol Trolox/g fw. Un estudio realizado por (Auquifiivin & Paucar, 2020) cuantific las

actividades antioxidantes usando el método ABTS y DPPH en Carica pubescens Lenné & K. Koch
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(papayita de monte) y Carica pentagona Heilborn (babaco) dénde obtuvo valores de 37,67
1.54y 12.61 £ 0.61 umol Trolox/g fw para ABTS, y 149.23 + 8.01 umol Trolox/g fwy 127.51 +
4.23 umol Trolox/g fw para DPPH. El estudio no revela el estado de madurez en el que fueron
recolectadas las muestras, pero se asemejan a los valores cuantificados en este proyecto para
el primer estadio de madurez con valores promedio de 17,70 umol Trolox/g fw para ABTS y
120,85 umol Trolox/g fw para DPPH, presumiéndose asi que las muestras recolectadas por
(Auquifiivin & Paucar, 2020) estaban en estados de madurez fisioldgica debido a la

coincidencia de valores entre la misma especie de babaco.

Empleando el método DPPH para determinar la capacidad antioxidante se mostraron
mayores valores de inhibicidon de RL para las muestras correspondientes al tercer estadio de
madurez (CP-Elll) con valores de 80,392% en comparacion con las muestras menos maduras
(CP-EI = 55,826 y CP-Ell = 64,939). En una investigacion de (Mejia, 2022) se calculd el % de
inhibicion de muestras de la pulpa de Vasconcellea x heilbornii, en estadios de madurez
descritos como verde y maduro, para medir su actividad antioxidante en forma de % de
captacioén de RL usando como solvente metanol. Los resultados arrojados por esta
investigacidn establecieron un % de inhibicion significativamente mayor en el estado maduro

con respecto al estado verde con valores de 79,02 + 3,44 y 60 + 1,29.

En el mismo estudio propuesto por (Mejia, 2022) se midio el contenido de fenoles
totales dando resultados para estado maduro y estado verde de 10,39+ 0,19y 7,26 + 0,49 mg
GAE/g fw respectivamente. Los resultados para contenido de fenoles totales en nuestra
investigacion arrojaron valores promedio numéricamente distintos (CP-El = 7,547; CP-Ell =
9,633 y CP —Elll = 13,831 mg GAE/g fw) pero conceptualmente iguales a los establecidos
anteriormente. (Oniszczuk et al., 2019) indica que relacion entre la capacidad antioxidante y el
contenido de fenoles totales es directamente proporcional en donde la mayor o menor

actividad antioxidante dependerd del nimero de grupos hidroxilo presentes en la molécula, de
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esta manera la presencia de agliconas en la estructura genera mayor actividad antioxidante

que la presencia de moléculas unidas con formas glucosidicas.

El estudio cuantitativo para determinar la cantidad de flavonoides totales para el tipo
de babaco usado en esta investigacion aun no se ha desarrollado, debido a que en la mayoria
de estudios se resumen como compuestos fendlicos o se habla en si solamente de fenoles
totales, sin embargo, (Zunjar et al., 2015) realizé un estudio en Carica papaya en India dénde
cuantificd, usando como técnica de deteccién la prueba LCMS-MS, el contenido total de
flavonoides con valores de 22.99 + 0.02 ug QE/mg. En cambio, para el fruto de babaco las
mayores cantidades de flavonoides se cuantificaron en el tercer estadio de madurez con un
valor de 5,29 mg QE/ g fw observandose que, aunque pertenezcan al mismo género ambas
especies los resultados varian dependiendo el lugar geografico de donde se obtuvo la muestra

y el método usado para cuantificar los flavonoides.

Para el método FRAP (Amagua, 2020) determind en su estudio en hojas de babaco
enfermas bajo el efecto de elicitores (acido salicilico, metil jasmonato) la inhibicion del
complejo Fe?* bajo una capacidad antioxidante promedio de 104,322 y 100,663 uM de Fe/g
respectivamente, obteniendo los mejores resultados en plantas tratadas con acido salicilico.
En la figura 17 se muestra los resultados obtenidos con una mayor capacidad de reduccion de
Fe?* para el fruto de babaco en su tercer estadio de madurez con un valor promedio de 1,425

mM Fe?*.

En cuanto al porcentaje de humedad, se muestra un valor promedio mayor en el
tercer estadio (CP-Elll) cuantificado en 90,82% de humedad. (Auquifiivin & Paucar, 2020)
cuantifico los porcentajes de humedad en pulpas de babaco y papayita frescas, ambas
pertenecientes al género Carica, y reportd valores promedio de 94,05 y 87,79. El alto % de

humedad es debido a la cantidad de agua que el fruto va adquiriendo al tiempo que va
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madurando pues se considera a las frutas del género Carica como perecederas por su duracion

limitada para el consumo (Vega-Gdélvez et al., 2021).

Las muestras recolectadas pertenecen a la especie Carica pentagona Heilborn en tres
diferentes estadios de madurez postcosecha (fisioldgica, organoléptica y madurez completa)
que fueron recolectadas en el sector de Guasuganda provincia de Cotopaxi. Las muestras en el
tercer estadio de madurez tuvieron un mayor contenido de fenoles y flavonoides totales en
comparacién con el primer y segundo estadio, el contenido total de estos compuestos se
relaciond directamente con la capacidad antioxidante que cada extracto puede generar, por lo
tanto, la presencia de una actividad antioxidante mas fuerte depende directamente de la

cantidad de compuestos fendlicos que tenga cada muestra (Aryal et al., 2019).

Los valores de correlacién entre contenido total de fenoles y flavonoides que se
muestran en la Figura 31 evidenciaron que las altas correlaciones entre capacidad antioxidante
y fenoles totales (ABTS - TPC, R = 0,97; DPPH - TPC, R? = 1,00; FRAP — TPC, R?=0,99) y
flavonoides totales (ABTS - TPC, R? = 1,00; DPPH - TPC, R? = 0,95; FRAP — TPC, R? = 0,99) segun
(Lino et al., 2015) los compuestos fendlicos y flavonoides donan atomos de hidrégeno a los
radicales libres promoviendo la desactivacion de estos radicales y otorgandoles una actividad
antioxidante importante, ademas de ser estructuralmente propicios para eliminar radicales

libres.

En este trabajo se ha demostrado la existencia de principios bioactivos, como los
polifenoles, que aportan sustancialmente a la capacidad antioxidante y poder reductor de la
pulpa del fruto de babaco dependiendo del estadio de madurez en el que este se encuentre.
Ante la aseveracidn anterior se determina que existe una correlacion positiva entre la cantidad
de compuestos fendlicos y flavonoides con la actividad antioxidante independiente del estado
de madurez, sin embargo, mientras la fruta vaya madurando hay menor o mayor presencia de

fenoles y flavonoides, por lo tanto, hay menor o mayor actividad antioxidante.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones
Se recolectaron muestras frutales de Carica pentagona Heilborn (babaco) en tres
diferentes estadios de madurez postcosecha (estado fisiolédgico, madurez incompleta y

madurez comercial) obteniendo su extracto etandlico.

Se evalud la cantidad de compuestos polifendlicos como fenoles y flavonoides totales
en dénde las muestras de babaco en su tercer estadio de madurez presentaron las
concentraciones mas elevadas de fenoles totales con valores promedio de 13,83 mg GAE/g fw

y de flavonoides totales con valores promedio de 5,29 mg QE/g fw.

Las muestras frutales de babaco pertenecientes al tercer estadio de madurez
postcosecha también mostraron las mayores actividades antioxidantes en relacion al
porcentaje de inhibicidn con valores promedio iguales a 75,51 umol Trolox/g fw para la prueba
ABTS y 175,22 umol Trolox/g fw para la prueba DPPH, ademas el poder reductor cuantificado
por el método FRAP también fue mayor en las muestras en el tercer estadio con un valor

promedio de de 1,425 mM Fe?* correspondiente a un actividad de 712,70 mg FeS0,/100 g fw.

Tomando en cuenta los resultados se puede concluir que la actividad antioxidante
tiene una relacién directamente proporcional con la cantidad de fenoles y flavonoides totales y
viceversa en las muestras frutales de babaco analizadas comprobandose asi los coeficientes de
correlacién de Pearson que arrojaron valores de correlacion altamente positivos entre las
pruebas de actividad antioxidante y las pruebas para cuantificar componentes fendlicos y

flavonoides.

Por ultimo, la cantidad de compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad antioxidante
aumenta a medida que el fruto de babaco recolectado postcosecha va madurando, por tal
motivo en el estudio los valores cuantitativos de cada una de las pruebas fueron aumentando

a razon de que el estadio de madurez iba aumentando.
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Recomendaciones
Se recomienda realizar pruebas con extractos metandlicos debido a su proceso de
extraccién mas eficaz que puedan servir como base para una comparacién entre ambos

extractos.

Tener en cuenta mas estadios de madurez puede ayudar a tener mds puntos de
control, en este caso, es recomendable realizar analisis en estadios dénde la fruta esté cerca o
atravesando la putrefaccidn para tener estudios que prevengan problemas de salud asociadas

a la ingesta de frutas de babaco en descomposicion.

Realizar andlisis HPLC-MS para la muestra en estadio de madurez completa para
obtener informacién acerca de todos los compuestos presentes y los beneficios que estos

pueden aportar a la dieta y a su uso como conservante natural.

Se recomienda realizar un estudio fitoquimico y de cardcter antioxidante para las
cascaras del fruto de babaco y realizar las respectivas comparaciones con los resultados

obtenidos en la pulpa.
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