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Resumen

La investigacion se desarrollo en la Universidad Estatal Amazonica, ubicada en el canton y provincia de
Pastaza y tuvo como objetivo: Evaluar la influencia del tiempo de extraccidn para obtener polifenoles de las
semillas de Morete (Mauritia flexuosa L.f.), cuantificar los polifenoles totales, y determinar la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos. Se empled la metodologia de superficie de respuesta y la extraccién
asistida por ultrasonido. Se utiliz6 el método por espectrofotometria UV/vis y la reaccion colorimeétrica de
Folin Ciocalteu para cuantificar los polifenoles totales presentes en las semillas de la especie, adicionalmente
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se evalud la actividad antioxidante utilizando el ensayo de reduccion del Fe3+ (FRAP). El disefio
experimental Box-Behnken permitié evaluar el efecto del tiempo en la extraccion de este tipo de metabolito
en la materia prima seleccionada. Se pudo constatar que existe una relacion directamente proporcional entre
el tiempo y la y la presencia de polifenoles en los extractos y que se incrementa la actividad antioxidante en
la misma relacion.

Palabras clave: espectrofotometria; polifenoles; actividad antioxidante; Morete; Mauritia flexuosa

Abstract

The research was developed at the Amazonian State University, located in the canton and province of Pastaza,
and had the objective of: Evaluating the influence of extraction time to obtain polyphenols from Morete
(Mauritia flexuosa L.f.) seeds, quantifying total polyphenols, and determine the antioxidant activity of the
extracts obtained. Response surface methodology and ultrasound-assisted extraction were used. The UV/vis
spectrophotometry method and the Folin Ciocalteu colorimetric reaction were used to quantify the total
polyphenols present in the seeds of the species. Additionally, the antioxidant activity was evaluated using the
Fe3+ reduction assay (FRAP). The Box-Behnken experimental design allowed evaluating the effect of time
on the extraction of this type of metabolite in the selected raw material. It was found that there is a directly
proportional relationship between time and the presence of polyphenols in the extracts and that the
antioxidant activity increases in the same relationship.
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Introduccion

Mauritia flexuosa L.f, es una especie de palmera que pertenece a la familia Arecaceae, la pulpa del fruto es
empleado con diversos fines, entre los mas significativo es su fuente de aceites y grasas, extraidos del
mesocarpo de los frutos maduros mediante procesos sencillos realizados por campesinos e indigenas. El aceite
presenta un alto contenido en &cido oleico, comparable al de otras especies oleaginosas (Trujillo et al., 2011),
sin embargo, la semilla no ha sido estudiada para aprovechar las bondades de los desechos, como parte de la
sostenibilidad y la aplicacion de la economia circular tan importante en el mundo moderno. La optimizacion
del proceso de extraccion de compuestos fendlicos y determinar la actividad antioxidante que presentan estos
compuestos, resultd el objeto fundamental de esta investigacion, a través del empleo de la metodologia de
superficie de respuesta y la extraccion asistida por ultrasonido. Empleando el método por espectrofotometria
UV/vis y la reaccion colorimétrica de Folin Ciocalteu se cuantificaron de polifenoles totales presentes en las
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semillas de la especie, adicionalmente se evaluo la actividad antioxidante utilizando el ensayo de reduccion
del Fe®* (FRAP).

La investigacion orientada a plantas que contienen polifenoles con propiedades antioxidantes se ha
consolidado como un campo esencial de estudio. Estos compuestos han demostrado su eficacia para
neutralizar los radicales libres generado en procesos de oxidacion -reduccion, por lo general, estos son
responsables del dafio oxidativo en las células (Valencia et al., 2017). La creciente conciencia acerca de los
beneficios asociados a la incorporacion de alimentos con una alta concentracién de polifenoles ha suscitado
la necesidad imperante de profundizar en la comprension y optimizar los procesos de extraccion de estos
compuestos provenientes de fuentes naturales (Lopez et al., 2022).

La optimizacion en el proceso de extraccion de polifenoles, especialmente a través de la implementacion de
la metodologia de superficie de respuesta (MSR), se presenta como una alternativa de gran valor en este
contexto (Hosseini et al., 2018). Esta técnica no solo facilita la exploracion eficiente de las condiciones
Optimas para la extraccion, sino que también desarrolla modelos matematicos precisos, simplificando asi la
estimacion de concentraciones deseadas (Ciric et al., 2020). De esta manera, la aplicacion de la MSR se
convierte en un enfoque efectivo para maximizar la eficiencia de la extraccion y garantizar la obtencion de
concentraciones significativas de polifenoles con posibles propiedades antioxidantes.

El presente trabajo tuvo como premisa profundizar en el conocimiento de la especie M. flexuosa, para lo cual
se propuso como objetivo: Evaluar la influencia del tiempo de extraccion para obtener polifenoles de las
semillas de M. flexuosa y determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos.

Materiales y métodos

Los experimentos fueron realizados en la Universidad Estatal Amazoénica, ubicada en el kilémetro 2 Y2 de la
via a Tena, en el cantdn y provincia de Pastaza con una altitud de 940 msnm, coordenadas geogréficas de 00°
59" -1” de latitud y 77° 49°0” de longitud Oeste.

Preparacion del material vegetal

Las semillas de Morete fueron colectadas en la localidad de Palora en la provincia de Morona Santiago,
Ecuador en los meses de julio y agosto, etapa de méxima fructificacion de la especie. Se sometieron al secado
en estufa con aire recirculado a una temperatura de 40 durante cuatro dias, posteriormente se sometio a
disminuir el tamafio de particula en un molino de cuchilla con un tamiz de didmetro entre 1-2 mm.
Posteriormente , se determind el contenido de humedad segun la metodologia empleada por (Cruz et al. 2020).
Es resultado se utiliz6 para para expresar el peso inicial de las semillas en base a materia seca.

Extraccién de polifenoles (posibles taninos)

Para la extraccion de este tipo de metabolito desarrollé la metodologia reportada en la literatura se presenta
como una alternativa valiosa en este contexto (Hosseini et al., 2018)., se propuso un modelo predictivo
mediante el software Design Expert. Las condiciones de extraccion dptimas se encontraron mediante la
metodologia de superficie de respuesta, evaluando la influencia del tiempo en la concentracién de polifenoles.
Se estudio el efecto del tiempo.
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Los extractos se obtuvieron mediante extraccion asistida por ultrasonido, utilizando un equipo de bafio
ultrasonico de la marca Wisd.23, modelo WUC-DOG6H., se pesaron 5 g del polvo de la semillay se colocaron
en un balon de vidrio al que se le adicionaron 100 mL de agua destilada, la extraccion se realizé segun el
disefio (Tabla 1) a una temperatura de 45 °C y una frecuencia de 75 %. Finalmente, los extractos se filtraron
con papel Whatman No 4.

Tabla 1. Disefio de extraccion de los extractos asistida por ultrasonido.

. . Polifenoles Actividad antioxidante
VIR0 () (mg EAG/100g ms) (mg Eqg. Trolox/100g ms)

30 865,924 1699,29
30 858,392 1739,28
20 549,969 1127,62
40 915,621 3780,25
30 852,766 1784,3

20 541,569 1087,62
40 919,121 3789,23
40 913,929 3708,29
40 912,921 3768,19
30 855,392 1708,28
40 914,421 3699,23
30 859,366 1719,26
40 907,01 3719,25
20 546,869 1131,61
20 552,867 1095,62

Seleccion y validacion de modelo

La validez del disefio experimental se verificO mediante experimentos adicionales. Con cinco réplicas
utilizando el tiempo previsto. En la seleccion se consideraron los atributos estadisticos de los modelos. Se
determinaron los valores del coeficiente R? ajustado y previsto. Se obtuvo el peso de cada corrida
experimental y se calculo la idoneidad del modelo mediante anélisis de varianza (ANOVA) (Nazir et al.,
2017). Optimizacion de extraccion de mucilago de albahaca, utilizando metodologia de superficie de
respuesta.

Cuantificacion de compuestos polifendlicos

Para determinar el contenido de polifenoles se aplico la metodologia establecida por Toméas et al. (2001). “Se
tomo 0,5 ml del extracto y se transfirid a un volumétrico de 10 ml, se le afiadieron 0,5 ml del reactivo Folin-
Ciocalteu, previamente diluido al 50 % con agua destilada, después se sometieron a un periodo de reposo por
10 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 0,5 mL de carbonato de sodio al 20 %, completando el
volumen en el matraz con agua destilada. La disolucion fue agitada y se colocé en la oscuridad durante 2
horas a temperatura ambiente. Luego, la absorbancia se midio en un espectrofotometro UV-VIS” a 765 nm.
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La cuantificacion de se realiz6 empleando la curva de calibracion en base del &cido gélico como estandar, y
se expresd en gramos equivalentes de &cido galico por cada 100 gramos de materia seca (g EAG/100 g ms).
Para ello se aplico la ecuacion (1).

A=0,0734C-0,0028 (1)

Donde:
A: absorbancia de las muestras
C: concentracion de las muestras (mg L-1)

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos obtenidos se evaluo por el ensayo de reduccion del Fe3+ (FRAP,
por sus siglas en inglés), conforme a la metodologia de Benzie & Strain (1996). “La preparacion del reactivo
FRAP se llevo a cabo de la siguiente manera: se prepar0 un tampoén acetato de 0,3 mM con un ajuste de pH a
3,6. Para tal fin, se pesaron 6,1 mg de acetato de sodio trihidratado, se disolvieron en 200 ml de agua, con una
dilucién de acido clorhidrico 40 mM, se ajusto el pH y, finalmente, se completo el volumen hasta 250 ml con
agua destilada. La disolucion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) se prepard mediante la pesada precisa de
31,2 mg, los cuales fueron disueltos en acido clorhidrico 40 mM, luego se enraso hasta lograr un volumen de
10 ml. Ademas, se utiliza una disolucion de cloruro de hierro (I11) con una concentracion equivalente a 20
mM, empleando la sal hexahidratada., para ello se pesaron 135,2 mg y se disolvieron en agua desmineralizada
completando el volumen hasta 25 ml. Finalmente, cada disolucion fue combinada en una proporcion de 1:1:10
de cloruro de hierro (111): TPTZ: buffer de acetato, lo cual constituye del reactivo FRAP.

Las muestras, tras ser debidamente diluidas en una proporcién 1:10 v/v con metanol, fueron analizadas de
manera inmediata. Se tomaron 0,5 mL de esta disolucion de las muestras y se colocaron en un matraz de 10
ml, a continuacién, se adicionaron 5 mL del reactivo de FRAP y el volumen fue completado con agua
destilada. Luego las muestras preparadas y el blanco se colocaron en una estufa a 37 °C por 30 minutos,
posteriormente se registraron las lecturas a 593 nm.

Los resultados fueron expresaron en mgL™ para ellos se empleo la ecuacion (2).

A
C= 0,1879 2

donde:
A: absorbancia de las muestras.
C: concentracion de las muestras (mgL™)

Resultados y discusion

Influencia del tiempo de extraccion

Se evaluo la influencia del tiempo de extraccion en la concentracion de polifenoles a partir de las semillas de
la especie. Los resultados en la Figura 1 muestran que en la medida que se incrementd el tiempo de extraccion
aumento la concentracion de polifenoles extraidos.
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Figura 1. Influencia del tiempo en la concentracion de polifenoles extraidos.

Se aprovechd el andlisis de varianza para estimar la influencia del tiempo en la concentracion de polifenoles
extraidos de la semilla de M. fleusoxa como variable independiente (p < 0,005). La aptitud del modelo se
determind mediante el coeficiente de determinacion (R?) y la significancia (p). Los resultados de los datos
experimentales y pronosticados se muestran en la Tabla 1. Segun el disefio factorial, se realizaron 12 corridas
para encontrar la influencia del tiempo en la extraccion de polifenoles a partir se semillas de M. flexuosa. La
Tabla 2 muestra los valores experimentales y pronosticados por el modelo.

Tabla 2. Valores predichos y experimentales del contenido de polifenoles.

Experimento Valor experimental Valor Predicho
(mg EAG/100g ms) (mg EAG/100g ms)
1 865,92 858,37
2 858,39 858,37
3 549,97 547,82
4 915,62 913,84
5 852,77 858,37
6 541,57 547,82
7 919,12 913,84
8 913,93 913,84
9 912,92 913,84
10 855,39 858,37
11 914,42 913,84
12 859,37 858,37
13 907,01 913,84
14 546,87 547,82
15 552,87 547,82
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El modelo polindmico de orden dos (Tabla 3) consisti6 en el de mejor ajuste. El valor de R? correspondid a
0,9993 (Tabla 4) para la influencia del tiempo en la extraccion de polifenoles, lo que indica que el 99,93 %
de la variacion total en la extraccion estuvo determinada por el tiempo.

Tabla 3. Modelos predictivos de polifenoles totales.

Source Secuencia p- Falta de ajuste R2-ajustado R2-predicho
valor p-valor
Lineal < 0,0001 < 0,0001 0,8344 0,8055
Cuadrético < 0,0001 0,9992 0,9989 Sugerido
Tabla 4. Estadistica de ajuste
Desviacion estandar 4,54 R2 0,9993
Media 797,74 R2-Ajustado 0,9992
% Coeficiente de variacion 0,5691 R2-Predicho 0,9989
Precision adecuada 180,2886

Polifenoles

Color points by value of
Polifenoles:

541,569 [ 919121

99 —
95
90 3

80 =
70 =

50 -

30
20 =

Normal % Probability

103
53

I I 1 I 1 I
-2,00 -1.00 0,00 1,00 2,00 3,00

Externally Studentized Residuals

Figura 2. Valores experimentales predichos para el contenido de polifenoles.

Los valores predichos de la influencia del tiempo en la concentracion de polifenoles extraidos en relacion con
el modelo y los obtenidos empiricamente se compararon y se pueden visualizar en la Figura 1. La distribucion
de puntos confirmé la capacidad del modelo para cubrir todos los intervalos de concentracion de polifenoles,
lo que sugirié que el modelo podria aplicarse de manera efectiva.

Tabla 3. Andlisis de varianza para el modelo cuadrético.

Polifenoles Suma de Cuadrados
totales cuadrados 9l medios L p-valor
Modelo 3,491E+05 2 1,745E+05 8469,77 < 0,0001 significativo
A-Tiempo 3,215E+05 1 3,215E+05 15601,91 < 0,0001
A2 53478,88 1 53478,88 2595,03 < 0,0001
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Error puro 247,30 12 20,61
Total corregido 3,493E+05 14
Polifenoles = 838,52150 + (94,82503)T — 1,27540 T? @

La significacion estadistica de las ecuaciones de regresion con respecto al modelo polinémico de la respuesta
de superficie se demostré mediante las pruebas F y ANOVA (Tabla 3), y la representacion de la ecuacién de
regresion simuladas por el software se muestran en la Figura 1. Es posible encontrar la relacion entre el tiempo
de extraccion y el contenido de polifenoles en las semillas de M. fleusoxa.

Actividad antioxidante

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los principales grupos de compuestos que se conoce que actlian
como antioxidantes eliminando los radicales libres (Clarke et al., 2013), por lo que es importante cuantificar
la cantidad de estos compuestos en las semillas de M. fleuoxosa. La actividad antioxidante de los extractos de
plantas se puede cuantificar mediante diferentes métodos, en este caso se utilizd el ensayo de
oxidacion/reduccion del hierro (111), no se debe descartar la actividad oxidante de una especie si no es evaluada
al menos por dos métodos diferentes.

Factor Coding: Actual

A. antioxid (mg Eq. Trolox/100g ms) 4000 —

@ Design Points

— — — -95% Cl Bands
3500 —

K= A

3000+

2300+

2000+

A. antioxid {mg Eq. Trolox/100g ms)

1500

1000 —

A: Tiempo (min)

Figura 3. Valores experimentales y pronosticados por el modelo para la actividad antioxidante.

Tabla 6. Andlisis de varianza para el modelo cuadrético.

Actividad Suma de ol Cuadrados F-valor p-valor
Antioxidante cuadrados medios
Modelo 1,972E+07 2 9,860E+06 8521,22 < 0.0001 significativo
A-Tiempo 1,664E+07 1 1,664E+07 14384,19 < 0.0001
A2 1,598E+06 1 1,598E+06 1381,35 < 0.0001
Error puro 13885,42 12 1157,12
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Total corregido 1,973E+07 14

El R2 previsto de 0,9989 concuerda razonablemente con el R2 ajustado de 0,9992; es decir, la diferencia es
inferior a 0,2, lo que indica que el modelo se ajusta a las condiciones evaluadas.

Normal Plot of Residuals
A. antioxid

Color points by value of
A antioxid:

1087,62 [ 3789.23

Normal % Probability

I I I ! I
-2,00 -1.00 0,00 1,00 2,00

Externally Studentized Residuals

Figura 4. Valores experimentales y predichos para la actividad antioxidante.

Frap = 4055,2600 — (286,68526)T + (6,97263)T?

La distribucion de puntos confirmé la capacidad del modelo para cubrir todos los intervalos de la actividad
antioxidante, lo que sugirié que el modelo podria aplicarse de manera efectiva. La significacion estadistica de
la ecuacion de regresion con respecto al modelo polindmico de la respuesta de superficie se demostrd
mediante las pruebas F y ANOVA (Tabla 6), y la representacion de la ecuacion de regresién simuladas por el
software se muestran en la Figura 4. Es posible encontrar la relacion entre el contenido de polifenoles y la
actividad antioxidante determinada en las semillas de M. fleusoxa

En estudios previos (Abreu, et al., 2018; Srednicka et al., 2019; Muflihah, et al., 2021) han informado
resultados similares respecto a la correlacion entre la concentracion de polifenoles totales (PT) y la actividad
antioxidante (AO). Es necesario tener en cuenta que esta interrelacion no implica causalidad, lo cual no indica,
necesariamente que una cause la otra. Sin embargo, en este contexto, existe una correlacién positiva, lo que
puede tener implicaciones practicas y tedricas.

Conclusiones
En base a los resultados obtenidos en los en los experimentos realizados para evaluar la influencia del tiempo
de extraccion en la concentracion de polifenoles presentes en las semillas de M. M. fleusoxa y determinar la
actividad antioxidante, por el método de reduccion del hierro 111 (FRAP), se puede concluir que existe una
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relacion directamente proporcional entre el tiempo y la presencia de polifenoles en los extractos, la actividad
antioxidante se incremento en la misma relacion.
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