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ABTS: acido 2,2'-azino—bis— (3—etillbenzotiazolin—6—sulfénico)

DPPH: 1,1-difenil-2-picril hidrazilo es un radical libre estable debido a la

deslocalizacion de electrones no apareados en la molécula
AAO: actividad antioxidante

EAG: Expresados en acido galico.

FRAP: capacidad reductora/antioxidante del hierro.

CP: Total de contenido fendlico

ORAC: Es la capacidad de absorbancia del radical oxigeno, expresados

en u Mol eg-trolox /g.

RL: Radicales Libres.

ROS: Especies reactivas de oxigeno

TEAC: capacidad antioxidante equivalente al Trolox

IC50: coeficiente de inhibicién del radical en un 50%
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RESUMEN

“llex guayusa” y “Psidium guajava” son especies que pueden ser consideradas
alimentos funcionales, ya que son utilizadas por diferentes culturas alrededor del mundo
como implemento de la medicina tradicional. El uso de las hojas de guayusa y guayaba
constituye una eleccién valiosa por su actividad antioxidante debido a que poseen
propiedades anticancerigenas, cardiovasculares y disminuyen los niveles de glucosa en
sangre, etc. El objetivo de esta investigacion bibliografica es comparar la capacidad
antioxidante de la hoja de guayusa (llex guayusa) y la hoja de guayaba (Psidium
guajava) en base a estudios realizados en diferentes paises (Indonesia, Chile,
Colombia, Pert y Ecuador) mediante el uso de diversos métodos quimicos. El presente
trabajo tiene una metodologia bibliografica, documental y comparativa. Los resultados
mostraron que el método ABTS posee la ventaja de tener mayor capacidad antioxidante
en menor tiempo que el DPPH, también porque es capaz de medir antioxidantes de
naturaleza tanto lipofilicos e hidrofilicos. Finalmente, en base a los resultados obtenidos
se concluye que la hoja de guayaba (Psidium guajava) tiene mayor actividad
antioxidante con un resultado de 56.4614+3.7810 ug/ml en comparacion a la guayusa

(llex guayusa) 52.7+4.3 pg/ml.
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ABSTRACT

“llex guayusa" and "Psidium guajava" are species that can be considered
functional foods, since they are used by different cultures around the world as an
implement of traditional medicine. The use of guayusa and guava leaves is a
valuable choice for its antioxidant activity because they have anticancer and
cardiovascular properties and lower blood glucose levels, etc. The objective of
this bibliographic research is to compare the antioxidant capacity of the guayusa
leaf (llex guayusa) and the guava leaf (Psidium guajava) based on studies carried
out in different countries (Indonesia, Chile, Colombia, Peru and Ecuador) through
the use of various chemical methods. The present work has a bibliographical,
documentary, and comparative methodology. The results showed that the ABTS
method has the advantage of having a higher antioxidant capacity in less time
than the DPPH, also because it is capable of measuring both lipophilic and
hydrophilic antioxidants. Finally, based on the results obtained, it is concluded
that the guava leaf (Psidium guajava) has higher antioxidant activity with a result

of 56.4614+3.7810 pyg/ml compared to guayusa (llex guayusa) 52.7+4.3 pg/ml.

Keywords: Antioxidant, DPPH, ABTS, llex guayusa, Psidium guajava



INTRODUCCION
Hoy en dia, existe un enorme interés por la basqueda de recursos naturales que
brinden beneficios para la salud, entre ellos, las frutas y vegetales que poseen
un alto contenido de nutrientes y componentes fotoquimicos con diferentes

propiedades y beneficios para el organismo humano. (Yanez, 2022)

Siendo necesario que nuestro trabajo de investigacion se enfoca en el estudio
de la actividad antioxidante de las hojas de (llex guayusa) y (Psidium guajava)
por medio de varios procedimientos quimicos, este se fundamenta en comparar

cual de las dos posee la mayor capacidad antioxidante.

Los antioxidantes son considerados como cualquier sustancia que presente en
bajas concentraciones tiene la funcion de retrasar o inhibir la oxidacion. Los
antioxidantes tienen la posibilidad de actuar de distintas modalidades, ya sea
reduciendo la concentracion de oxidantes o uniéndose a iones metélicos para

evadir la formacién de especies reactivas etc. (Aguilar et al.2018)

Las propiedades antioxidantes no se deben estudiar solo por sus interacciones
quimico-biolégicos, sino por su funcionalidad en el deterioro oxidativo que
perjudica a los alimentos. También se utilizan en la industria alimentaria
adicionados a las grasas u otros productos para retrasar los procesos de
oxidacion, en tanto previenen el comienzo de la rancidez oxidativa. (Coronado et

al. 2018)

La guayusa es una planta que destaca por sus propiedades energizantes y su
contenido en antioxidantes. Las hojas de guayusa contienen una variedad de
alcaloides como teobromina y cafeina, ademas de saponinas, cumarinas,
esteroides, terpenos, fenoles, azlcares reductores, flavonoides, quinonas y

aportan los 15 aminoacidos esenciales, es interesante resaltar el contenido de
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leucina. Tienen antioxidantes botdnicos y contenido de cafeina, similares a los
que se encuentran en el té verde. (Herrera Z. C., 2020) La Guayaba se considera

como una de las fuentes alimenticias con mayor contenido de compuestos con

actividad antioxidante, ya que contiene vitamina C, Ademas, posee abundantes

fibras, vitamina A, pectina, fosforo, calcio y potasio. (Arias M. , 2019)

Hay varios métodos que nos permiten medir la capacidad antioxidante de las
hojas de guayusa (llex guayusa) y guayaba (Psidium guajava) dentro de estos

métodos tenemos los siguientes: ABTS; DPPH.

Gracias a estos métodos se lograra establecer los resultados y asi mismo las

respectivas conclusiones.



CAPITULO I: PROBLEMA

[.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Actualmente los radicales libres son los protagonistas de muchas enfermedades
gue provocan reacciones en cadena, la oxidacion es una pérdida bioquimica de

electrones, siempre asociada a otra captura que se denomina reduccion.

El dafio o estrés oxidativo se ha determinado como la exposicién de la materia
viva a distintas fuentes que generan una ruptura del equilibrio que deberia existir
en medio de las sustancias 0 componentes prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes delegados de eliminar dichas especies quimicas, sea por un déficit
de estas defensas o por un crecimiento exagerado de la produccién de especies
reactivas del oxigeno. Todo lo mencionado trae como resultado alteraciones de
la relacion estructura-funcion en cualquier érgano, sistema o conjunto celular

especializado. (Gutiérrez, 2012).

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o
retrasar la oxidacion de distintas sustancias primordialmente de los acidos
grasos cuyas actitudes se generan tanto en los alimentos como en el organismo
humano, en el que puede ocasionar alteraciones fisiolégicas relevantes

desencadenantes de distintas patologias. (Zamora, 2017)

El analisis de los efectos de los antioxidantes en la salud humana fue, y es
todavia, uno de los temas de analisis mas comunes en la literatura. Varios
autores han descrito los efectos convenientes de los antioxidantes, contenidos
en enorme pluralidad de plantas y productos naturales, en patologias

neurodegenerativas como enfermedades cronicas. (Benavente & Ccaso, 2021)



Por esto, la ingesta de hojas medicinales de guayaba y guayusa es una eleccién
de solucion, ya que produce un impacto productivo en la prevencién de diversas
patologias entre ellas cardiovasculares, respiratorias, antiinflamatorias. Dada la
importancia de las hojas hace primordial conocer sus caracteristicas funcionales,
por lo cual se planea evaluar y comparar la capacidad antioxidante de cada una

de ellas.

[.1.1. Formulacién del problema
¢, Cual de los dos extractos de hojas de guayusa (llex guayusa) y guayaba

(Psidium guajava) presentara mayor capacidad antioxidante?

1.2 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

En muchos casos la ciencia ha comprobado que los antioxidantes son
promotores de la salud y que su consumo es beneficioso en la prevencién de
enfermedades crénicas y no transmisibles como ciertos tipos de céncer y
enfermedades cardiovasculares, entre otras enfermedades, de ahi la
importancia de consumir alimentos sanos y abundantes. en antioxidantes como
frutas y verduras debido al alto contenido de varios antioxidantes que se
encuentran en estos alimentos; neutralizar la accion de los radicales libres,

consiguiendo un efecto positivo sobre la salud. (Murrieta, 2020)

Guayusa (llex guayusa) es un arbol de hoja perenne originario de América del
Sur que crece entre el sur de Colombia y el norte de Peru, por sus beneficios
para la salud, como el alivio de diversos dolores y la prevencion de indeseables
efectos sobre el sistema nervioso central, la guayusa ha sido cultivada y

consumida desde la antigiiedad por tribus indigenas amazénicas. (Ruiz, 2017)

En la actualidad, el consumo de guayusa se encuentra en expansion, siendo

comercializada como infusion, bebida energética y/o ingrediente en otros
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productos en Ecuador, USA, China y Europa. Esto refleja el interés de los
consumidores por incorporar nuevos alimentos o ingredientes con efectos
promotores de la salud. Lo mas relevante es la actividad antioxidante, que es

importante para contrarrestar el estrés oxidativo. (Ruiz, 2017)

La guayaba (Psidium guajava.), Es un arbol perteneciente a la familia de las
mirtdceas, es una planta muy singular y tradicional que se cultiva por sus
diversas propiedades medicinales y nutritivas. Las hojas se han utilizado
ampliamente para el tratamiento de la diarrea, infeccion bacteriana, dolor e
inflamacion. Los extractos de guayaba y las hojas exhibieron una buena actividad
antioxidante, asi como libre capacidad de captacién de radicales, también se
utilizan ampliamente por sus propiedades antiespasmadicas, sedantes para la
tos, antiinflamatorias, antidiarreicas, antihipertensivas, antiobesidad vy
antidiabéticas. Los estudios en modelos animales también han establecido un
papel fundamental en demostrar que las hojas de guayaba actian como potentes

agentes antitumorales, anticancerigenos y citotoxicos. (Kumar et al. 2021).

[.3. HIPOTESIS
Las hojas de guayusa (llex guayusa) y guayaba (Psidium guajava) presentan

actividades antioxidantes debido a su alto contenido de compuestos fendlicos.

I.4. OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Comparar mediante revision bibliografica la capacidad antioxidante de las hojas
de guayusa (llex guayusa) y guayaba (Psidium guajava) por diferentes métodos

guimicos.



1.4.2 Objetivos especificos

e Identificar los compuestos bioactivos de las hojas de guayusa (llex guayusa)

y guayaba (Psidium guajava).

e Evaluar el desempeiio de los métodos DPPH y ABTS en la determinacion
de la actividad antioxidante de los extractos de las hojas de guayusa (llex

guayusa) y guayaba (Psidium guajava).

e Establecer comparativamente entre las hojas de guayusa (llex guayusa) y

guayaba (Psidium guajava), cual tiene mayor capacidad antioxidante.
|.5. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla I. Operacionalidad de variables

Tipo Variable Conceptualizacion Indicador

Metabolitos | Tamizaje fitoquimico | Por coloracion

_ secundarios | preliminar
Dependiente

Capacidad | Diferentes métodos: ABTS, | %de captacion

antioxidante | DPPH de radicales
libre IC%50

Extracto obtenido de las Etandlico,

diferentes muestras metandlico

Independiente | Extractos

de Hojas utiizados como solventes:

etanol, metanol

Fuente: Autores



CAPITULO II: MARCO TEORICO
[I.1. ANTECEDENTES
La Amazonia ecuatoriana tiene una vasta diversidad de flora, se puede obtener
varios beneficios para mejorar la calidad de vida de los humanos. Entre los
aportes de las especies vegetales originarias de la selva ecuatoriana se resaltan
puntos quimicos, medicinales, alimenticios, asi como culturales. (Gémez, 2018)
Las frutas y algunas plantas muestran un elevado contenido referente a su
capacidad antioxidante, entre los compuestos que aportan esta caracteristica
beneficiosa se hallan: vitaminas A, C, D y E, minerales esenciales magnesio,
calcio, zinc, hierro, potasio, manganeso y fosforo.
Dichos compuestos, permanecen siendo usados con un enorme uso industrial,
gracias a las distintas funcionalidades tecnoldgicas, como la inhibicion de
radicales libres y ademas son fundamentales en la formulacion de productos
nutracéuticos, debido al gran aporte que muestran en la salud, por su efectividad
para minimizar el peligro de accidentes cerebrovasculares, prevencion del
cancer y patologias neurodegenerativas. (Zurita, 2021)
Las ventajas de los compuestos fendlicos en favor de la salud publica, es
primordial documentar las caracteristicas y beneficios medicinales de los
compuestos fendlicos extraidos de plantas del Ecuador, tomando en cuenta que
el Pais pertenece a los mas diversos en su vegetacion, puesto que segun la
estimacion de varios estudios, tienen unas 16.087 especies vegetales, de las
cuales 4.173 son especies endémicas, lo cual permitié que se lo acepte como
unos de los 17 territorios mega diversos de todo el mundo. (Yanez, 2022)
Se ha conocido regionalmente a la hoja de llex guayusa por varios afiios por

motivos culturales; no obstante, hace poco tiempo ha tomado gran importancia



el analisis, sus caracteristicas quimicas, medicinales y por sus propiedades
antioxidantes, teniendo la posibilidad de ser difundidas a escala nacional y
mundial. (Gomez, 2018)

Segun (Montalvo, 2018) la especie llex guayusa, es una planta aromatica y
medicinal nativa de la amazonia ecuatoriana, sus propiedades estimulantes son
aprovechadas por algunas organizaciones como Chankuap y Runa en la
comercializacién de hierbas para infusiones y bebidas energizantes ya que
contiene cafeina y propiedades antioxidantes.

Segun (Quintero et al. 2019) la guayaba (Psidium guajava) es una fruta tropical
altamente perecedera, susceptible a dafios mecanicos que resultan muy
determinantes en la calidad del producto, como fruta es consumida en su estado
natural, ademas procesada en forma de pulpas, jugos, mermeladas de agradable
sabor y aroma. Tiene grandes cualidades nutritivas como ser fuente de vitamina
C y sustancias antioxidantes, entre las que destaca el 3-caroteno como precursor
de la vitamina A. La obtencién de productos derivados de la guayaba como
alternativa de conservacién mediante la aplicacion de métodos combinados
agregaria valor a este fruto en el pais, cuyo potencial se revalorizaria
actualmente, donde los esquemas de importaciones conforman elevados precios
industriales.

[1.1.1. Antioxidantes

Se define como antioxidante a una molécula o compuesto defensor para el
organismo, que tiene como funcionalidad prevenir la formacion de radicales
libres, retardando la oxidacion de moléculas, ademas son conservadores
alimenticios que impiden el deterioro, rancidez, o decoloracion, por su oxidacion

lipidica. (Zurita, 2021)



Para mantener equilibrado el estado oxidativo, las plantas y los animales
mantienen sistemas de antioxidantes, como el glutation y las enzimas (por
ejemplo: Catalasa y superoxido dismutasa, elaborados internamente, o tienen la
posibilidad de utilizar antioxidantes dietéticos como la vitamina C y vitamina E,
ya que los seres vivos no la logramos generar y necesitamos adquirirlos
mediante la alimentacion. (Lopez, 2021)

Segun (Escobar, 2022) Los antioxidantes inhiben la degradacion oxidativa de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos; y posibilita la obtencién de beneficios para
la salud, puesto que ayuda al adecuado manejo del sistema inmunitario.
Ademas, retrasan el proceso de envejecimiento y protegen al organismo de
patologias de procedencia cardiaca, cancer y desérdenes neuroldgicos.

[1.1.2. Clasificacion de los antioxidantes

[1.1.2.1. Segun su solubilidad

Pueden ser compuestos antioxidantes solubles e insolubles. Su solubilidad
depende de su ubicacion en el alimento y de las macromoléculas a las que se
unen en la matriz alimentaria, se encuentran comunmente en dos maneras: libres
(I) y conjugados (Il, Il y 1V). Sucesivamente, el mismo antioxidante puede estar
presente en la manera independiente o unida en diferentes alimentos. (Marquez,
2022)

[1.1.2.2. Segun su funcion

Los antioxidantes primarios son aguellos que rompen la reaccién en cadena
de la oxidacion por medio de la donacion de hidrogeno y la generacion de
radicales més estables. (Clasificacion de antioxidantes alimentarios, 2019)

Los antioxidantes secundarios Estos retardan la oxidacion mediante otros

mecanismos, como por ejemplo la quelacion de metales, la regeneracion de
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antioxidantes primarios, la descomposicion de hidroperoxidos y la eliminacion de
oxigeno, entre otros. (Clasificacion de antioxidantes alimentarios, 2019)

Los Antioxidantes terciarios reparan el dafio provocado por los radicales libres
o eliminan moléculas, modificando el potencial redox, ejemplificando la
reparacion del ADN. (Brito, 2018)

[1.1.2.3. Segun el sitio donde ejercen su accion

Tabla Il. Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su

accion
INTRACELULAR MEMBRANA EXTRACELULAR
Superdéxido Vitamina E Ceruloplasmina
dismutasa
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
Dt-deafarasa | - Albuminas
GsH - Haptoglobinas
Proteinasque - Vitamina C
ligan metales
Sistemas proteoliticos = - Acido drico
vVitaminac - Vitamina E

Fuente: (Padilla, 2021)
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[1.1.2.4. Segun su origen

Tabla lll. Clasificacion de los antioxidantes seguin su origen

EXOGENOS ENDOGENOS COFACTORES
Vitamina e Glutation Cobre
Vitamina ¢ Coenzima Q Zinc
Betacaroteno Acido tioctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: Hierro

Superoxidodismutasa(SOD)
Catalasa

Glutatiéon peroxidasa

Licopeno Selenio

Fuente: (Criado & Moya, 2018)
[1.1.3. Radicales libres
Son elaborados por contaminantes ambientales como: suelos, radiaciones,
atmosféricos, uso de téxicos, pesticidas, quimicos y otros. Los radicales libres
también son liberados en el proceso de metabolismo del cuerpo ademas se
puede dar por estrés fisico o psicoldgico. (Alvarez, 2021)
(Valderrama, 2020) sugiere que los radicales libres trabajan como mensajeros
secundarios en las células a lo largo de la sefializacion que inducen y mantienen
la mutagénesis, e inclusive en bajas concentraciones trabajan como custodia
frente a agentes infecciosos y fundamentalmente son producto del metabolismo
celular, las sustancias psicoactivas (SPA), el humo del tabaco, la contaminacién
ambiental, entre otros componentes.
En las frutas y las legumbres se hallan sustancias capaces de atrapar radicales

libres, perfeccionando nuestra defensa antioxidante. Entre estas sustancias se

11



encuentran los compuestos polifendlicos, el acido ascoérbico, vitamina E y los
carotenoides, ademas por la vida media que es de microsegundos pasa una
instantdnea propagacion con moléculas aledafias y mayor dafio potencial. Los
compuestos mencionados son parte de las especies reactivas del oxigeno (ERO)
0 ROS (Reactive Oxigen Species). (Alvarez, 2021)

[1.1.3.1. Clasificacion de los radicales libres

Radicales libres inorganicos o primarios

Provienen por transferencia de electrones sobre el atomo de oxigeno,
representan diversos estados en la reduccidn y se caracterizan por tener una
vida media bastante corta; dichos son el anién superdxido, el radical hidroxilo y
el 6xido nitrico. (Marquez, 2022)

Radicales libres organicos o secundarios

Se pueden dar por el traspaso de electrones hacia un radical primario a un atomo
de una molécula organica o por la reaccién de 2 radicales primarios entre si,
disponen una vida media un tanto mas extenso que los primarios; los principales
atomos de las biomoléculas son: carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre. (Marquez,
2022)

Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del oxigeno
Contienen un grupo de sustancias quimicas distintas de los radicales libres, que
generan estas sustancias ya sea como resultado de la reduccion o del
metabolismo de estos, entre las que se encuentran el oxigeno singlete, el
peréxido de hidrégeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito, los hidroperéxidos

organicos. (Marquez, 2022)
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[1.1.4. Mecanismo de accion de los antioxidantes
(Huet, 2017) Define que la clasificacion de los antioxidantes segun el mecanismo
de accion se divide en:

a) Primarios, bloquean la formacién de RL (radicales libres)

b) Secundarios, inactivan los RL (radicales libres) formados

c) Terciarios, reparan el dafio oxidativo principalmente para ADN.
Los antioxidantes preventivos evitan la formacion de radicales libres al
interrumpir la quelacién de los metales que participan en la cadena redox debido
a sus propiedades oxido/reductoras. Algunos de estos antioxidantes son
enzimas como la catalasa, el glutation peroxidasa, superéxido dismutasa,
transferrina o la ceruloplasmina. Los eliminadores de radicales libres, inhiben el
inicio de la cadena redox e interrumpen su propagacion, entre ellos las vitaminas
A, Cy E, la coenzima Q10, los flavonoides y polifenoles.
[1.1.5. Fuentes naturales de los antioxidantes
Las principales fuentes naturales de antioxidantes son las frutas, verduras,
semillas, cereales integrales y las plantas aromaticas. La cantidad de polifenoles
naturales se ha estimado en mas de un millbn y a menudo se encuentran
asociados con &acidos organicos, azucares o polimeros. Sin embargo, la
bioactividad se atribuye a la aglicona, no al azucar.
Se encuentran en los alimentos principalmente de origen vegetal, siendo estos:

» Vitaminas: Vitamina A, Cy E.

» Minerales; Selenio, Zinc y Cobre.

» Sustancias fotoquimicas: Polifenoles. (Camacho, 2020)
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[1.1.6. Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos que contiene el compuesto antioxidante en un
proceso de oxidacion controlado la medicion de una muestra oxidante, puede
usar intermediarios o productos finales para su respectiva valoracion. (Tovar,
2016)

Se han especificado varios métodos para la determinacion de estas actividades
a partir de materiales de origen vegetal, los cuales difieren entre los métodos de
solvente y las condiciones de temperatura, agitacion, presion y tiempo. La
capacidad antioxidante que se obtendra depende del microambiente en el que
se encuentre el compuesto. Ademas, se utiliza diferentes métodos como (ABTS,

DPPH y FRAP) para determinar la capacidad antioxidante. (Vazquez, 2019)

[1.1.6.1. Método DPPH

Este procedimiento ha sido planteado por Blois (1958) en el que se mostré por
primera ocasion la capacidad del radical libre DPPH para admitir un dtomo de
hidrogeno (H) perteneciente de una molécula de cisteina. La molécula de 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) se conoce como un radical estable debido a la
division de un electron desapareado en toda la molécula, que no esta dimerizada
como en su mayoria radicales libres. La deslocalizacion del electron también
aumenta el caracteristico color purpura oscuro del radical, que se absorbe en el
metanol a 517 nm.

La solucion DPPH reacciona con el antioxidante que puede donar atomos de
hidrogeno, el color purpura se desvanece, muchos laboratorios adoptaron el

procedimiento original para la prueba DPPH, y aunque se modificd por
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conveniencia, una revision detallada de la literatura encontré que la mayoria de
los estudios estaban basados en el tiempo. (Tovar, 2016)

[1.1.6.2. Método ABTS

Esta prueba se basa en la activacion de la metilmioglobina con peroxido de
hidrogeno en presencia de ABTS para producir un cation radical, en presencia o
ausencia de antioxidantes, la técnica de decoloracion donde el radical se genera
directamente en forma estable antes de reaccionar con el antioxidante.

Una mejor prueba para la generacion de cationes ABTS implica la produccion
directa de croméforo a partir del grupo transportador azul-verde, mediante una
reaccion entre ABTS y persulfato de potasio (K25208).

De esta manera se determind el grado de decoloracion como porcentaje de
inhibicion de radicales cationicos en funcion de la concentracién y el tiempo; asi
como del valor correspondiente utilizando Trolox como estandar, en las mismas

condiciones. (Tovar, 2016)

11.1.6.3. Método FRAP

Es un procedimiento espectrofotométrico que mide el decrecimiento de un
complejo compuesto por un cromogeno, comunmente de TPTZ (2, 4, 6, tripiridil-
s-triazina), hierro férrico incoloro a un complejo ferroso de un color azul verdoso
en un ambiente acido.

Es proporcionado y econdémico, tienen la posibilidad de disminuir diferentes
antioxidantes como es el caso de vitamina C, acido Urico, entre otros; pero no
mide los antioxidantes que contienen grupos SH, como el glutatién, acido lipdico

y algunos aminoécidos. (Huet, 2017)
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11.1.6.4. Método FOLIN-CIOCALTEU (F-C)

Es un método de uso comun en las industrias agroquimicas vy
alimentarias, debido a la sencillez, disponibilidad de reactivos y por ser un
procedimiento estandarizado. Inicialmente se aplicé al andlisis de proteinas
utilizando la actividad del reactivo hacia los residuos de tirosina. El reactivo FC
utiliza un mecanismo de reaccion de oxidacion/reduccion, que no es especifico
del fenol. De hecho, la prueba FC mide la capacidad para reducir el reactivo
acido fosfomolibdico /acido fosfolipido a un complejo azul monitoreado por
espectrofotometria, donde el molibdeno se reduce en el complejo y reacciona.
En diferentes estudios, se han determinado la concentracion, la alcalinidad y la
temperatura del reactivo, buscando una reduccion significativa en el tiempo que

lleva para alcanzar el estado estacionario. (Tovar, 2016)

[1.1.7. Flavonoides

Conjunto de metabolitos secundarios biosintetizados por medio de la via del
acido shikimico, son compuestos polifendlicos y en su mayor parte se conforman
de 15 atomos de carbono en su nucleo. Es importante la estructura de un
esqueleto difenilpirano (C6C3C6), formado por 2 anillos fenilo (A y B), enlazados

a un anillo pirano, estan relacionados con el pigmento de las inflorescencias,

flores, frutos y hojas.

Las chalconas y auronas son flavonoides con pigmentos amarillos, antocianinas
en azul, rojo y morado, realizan muchas funciones para el crecimiento y
funcionamiento de las plantas, por ejemplo, proteccion contra los agentes
agresivos de la radiacién ultravioleta (UV y rayos visibles), agentes patégenos y
animales herbivoros, ya que los flavonoides dominan la actividad inhibitoria de

las enzimas y hormonas vegetales. (Tipantufia, 2019)
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Figura 1. Estructura general de los flavonoides

Fuente: (Herrera O. , 2016)

[I.2. Guayaba (Psidium guajava)

[1.2.1. Etimologia

Procede del griego psidion, nombre del granado por la semejanza de los frutos
de ambas especies, la palabra guajava se deriva de guava o guayabo, nombre
popular de la fruta.

La guayaba es una fruta originaria de zonas tropicales del centro y sur de
América, crece del arbol del guayabo, por lo cual es bastante comdn encontrarla
en territorios tropicales en regiones como Colombia, Brasil, México, Ecuador,
Perq, el sur de Estados Unidos, Sudafrica e India. (Reinoso , 2019)

El extracto de su hoja se estd usando como medicina natural en la diarrea,
Ulceras orales, en heridas de las encias hinchadas y en muchos casos para la
tos. Su fruto es rico en vitaminas A, C, hierro, fésforo y calcio y minerales, tiene
un elevado contenido de compuestos organicos e inorganicos como metabolitos
secundarios, por ejemplo, polifenoles, compuestos antivirales, antioxidantes,

compuestos antiinflamatorios. (Naseer, S. et al. 2018)
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I1.2.2. Clasificacion Taxondmica

Tabla IV. Clasificacién taxondémica de la guayaba

Clasificacion cientifica Especie

Reino Plantae
Subreino Espermatophyta
Divisién Angiosperma

Orden Myrtales
Género Psidium
Especie Guajava
Familia Mirtaceas

Fuente: (Perez & Supho, 2019)
[1.2.3. Descripcion botanica
Es un arbol que crece entre los 2 y 10 metros, las hojas son simples, origina
flores blancas y frutos semiesféricos o con forma de pera de color verde, rosado

0 crema, ademas desprenden un aroma muy agradable.

Figura 2. Arbol de Guayaba

Fuente: (Sanchez, 2017)

Raiz: Presenta una raiz principal de la que nacen numerosas raicillas que
pueden ser superficiales o menos numerosas, llegando a alcanzar un grosor

similar al de la raiz principal. Ademas, tienen efecto alelopatico.
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Tallo: Muestran brotes herbaceos verdes y angulosos. A medida que maduran,
se convierten en una madera lisa de color marron. Tienden a estar fuertemente
ramificados.

Hojas: Tiene glandulas sebaceas y un peciolo corto, que son los responsables
del aroma distintivo de la guayaba. Las hojas son lanceoladas de color verde
oSscuro.

Flor: Son hermafroditas, de color blanco y pueden ir solas o agrupados de dos
o tres en racimos. Tienen un ovario rodeado de numerosos estambres y las flores
aparecen en forma capullo.

Fruto: Tiene forma redonda, oblonga o en forma de pera y un caliz persistente

en la parte superior. La cuticula es de color amarillento y puede ser cerosa o

lisa.

Figura 3. Partes del Arbol de guayaba

Fuente: (Naseer, S. et al. 2018)
[1.2.4. Cultivo de la guayaba en Ecuador
En el Ecuador la guayaba se cultiva en muchas provincias, no obstante las
areas de mayor cultivo son: Esmeraldas, Azuay, Orellana, Zamora Chinchipe,
Pichincha, pero principalmente el eje de produccion se encuentra en los
cantones de Mera, Palora, Puyo, Santa Clara y Bafios, ademas en los ultimos

afnos la produccion de guayaba se ha extendido en diferentes sectores de la
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provincia de Tungurahua convirtiéndose en el primordial cultivo de comunidades

como: La Clementina, Salate, El Obraje, etc. (Caiza, 2019)

[1.2.5. Composicién quimica

La fruta de guayaba es muy rica en vitamina A, C, hierro, fosforo y calcio,
contiene saponina, acido oleandlico, lixopiranosido, arabopirandsido,
guaijavarina, quercetina y flavonoides. El acido ascorbico y el acido citrico son
los ingredientes principales de la guayaba desempefian un papel importante en
la actividad antimutagénica, en la siguiente figura se muestran las estructuras

quimicas de la quercetina y el acido ascorbico. (Naeem, N.et al. 2018)

OH
HQ

HO-__ /

Ha OH

Figura 4. Estructura de la quercetina Figura 5. Estructura del acido ascorbico

Fuente: (Naeem, N.et al. 2018)

[1.2.6. Composicion nutricional de la guayaba

Tabla V. Composicion nutricional de la guayaba

Calorias: 57 kcal

- Grasas totales: 0,6 g
- Colesterol: 0 mg

- Fibra: 5,4 g

- Potasio: 290 mg
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- Hidratos de carbono: 11,9 g

- Proteinas: 0,82 g
Fuente: ( Monreal, 2019)

[1.2.7. Propiedades terapéuticas y beneficios de la guayaba

La guayaba contiene mayor poder antioxidante que las naranjas o el limon, y es
una de las frutas mas utilizadas en la medicina natural ya que las hojas de
guayaba tienen actividad farmacolégica y pueden usarse para: agentes
excretores de fiebre también tienen efectos antibacterianos, bactericidas,
cicatrizantes,  antiinflamatorios, analgésicos, laxantes, nutritivos vy
antiespasmaodicos, ademas pueden usarse para tratar la diabetes y otras

enfermedades. (Velez & Morocho, 2021)

Trata la diabetes: Una fruta de suma importancia para esta enfermedad ya que
las hojas y el fruto contienen al menos 13 sustancias valiosas contra la diabetes,
es muy utilizado en él te para bajar los niveles de glucosa. Un estudio cientifico
ha podido demostrar que el zumo natural de la guayaba ayuda a tratar la

diabetes. (Martinez, 2021)

El estudio indica también que si consume el extracto de hoja de guayaba
después de cada comida mejora otros sintomas de la diabetes como la
hiperglucemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y la hiperlipidemia.

(Cespedes & Estrada, 2019)

Enfermedades del corazén: La guayaba previene y trata enfermedades del
corazon ayuda a mantener constante el ritmo cardiaco y a disminuir la presion

arterial, ademas controla los niveles de colesterol. (Martinez, 2021)
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Antiséptico: Las hojas de guayaba se utilizan como antibidtico natural contra

las bacterias causantes del mal aliento. (Martinez, 2021)

Estrés: La guayaba ayuda al organismo a combatir los indicios del estrés, debido

a sus vitaminas, antioxidantes y valor nutritivo. (Martinez, 2021)

Tabaquismo: Las personas con habitos tabaquicos deben consumir a diario
mayores cantidades de antioxidantes en su dieta, por ende esta fruta es muy

recomendable. (Martinez, 2021)

Problemas intestinales: Es importante recalcar que esta fruta puede ser
utilizada dependiendo de su maduracion ya sea para tratar la diarrea o el
estreflimiento, cuando esta verde es rica en compuestos astringentes que
ayudan a controlar la diarrea; y estando madura aporta gran cantidad de fibra

insoluble, que actia como un suave laxante. (Cespedes & Estrada, 2019)

Promueve la fertilidad Masculina: El té de hojas de guayaba posee
caracteristicas antioxidantes que ayudan a mejorar la fertilidad varonil. Dichos
descubrimientos indican que el extracto de hojas de guayaba tiene un impacto
productivo sobre la produccion y la calidad de los espermatozoides, ademas
tienen la posibilidad de mejorar los espermatozoides en hombres infértiles con

oligospermia y azoospermia no obstructiva. (Velez & Morocho, 2021)

Previene la caida del cabello: Un estudio ha demostrado que las hojas de
guayaba evitan la caida del cabello y ayuda al crecimiento de aquello, se debe
hervir las hojas de guayaba, dejar enfriar y masajear sobre el cuero cabelludo,
también se pueden moler las hojas y frotarlas para su mayor eficacia. (Cespedes

& Estrada, 2019)
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Acné y puntos negros: Las hojas de guayaba poseen caracteristicas
antisépticas, que tienen la posibilidad de contribuir a minimizar las
imperfecciones de la piel. Se demostré que la pasta de hojas de guayaba es
eficaz para el tratamiento de acné, las espinillas y los puntos negros. También
puede realizar una infusion con las hojas de guayaba y posteriormente utilizar

una crema exfoliante en el rostro. (Velez & Morocho, 2021)

Problemas estomacales: Estas hojas protegen el estbmago de ulceraciones
gastricas y la secrecién de &cido ya que contienen propiedades efectivas que
favorece la mucosa del estbmago gracias a los flavonoides que contienen.

(Cespedes & Estrada, 2019)

Envejecimiento cutdneo: Las hojas de guayabas son ricas en antioxidantes los
cuales sirven para prevenir el dafio provocado por los radicales libres y ademas
tienen la posibilidad de proteger la piel del envejecimiento, a la vez mejorando la
textura y el color de piel, debido a su contenido de flavonoides. (Velez &

Morocho, 2021)

Previene el cancer: La guayaba se caracteriza por ser rica en vitamina C,
licopeno, quercetina y polifenoles. Cada uno de estos compuestos son potentes
antioxidantes y la transforman en un poderoso alimento que ayudan en la
prevencion de diferentes tipos de cancer, entre ellos el de mama, piel, colon,

prostata y pulmoén. ( Monreal, 2019)

Favorece el desarrollo fetal: La guayaba podria ser una excelente alternativa
en su dieta para las embarazadas ya que contiene &cido félico lo cual es esencial

para la formacion del sistema nervioso del feto. ( Monreal, 2019)
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[1.3. Guayusa (llex guayusa)

[1.3.1. Etimologia

llex guayusa es una especie de planta de la region amazonica de Ecuador y
pertenece al género llex, el unico género vivo de 600 especies en la familia
Aquifoliaceae. Es una planta perenne de la Amazonia, que se encuentra en
estado silvestre pero también se cultiva en algunas zonas subtropicales de la

region andina.

Esta especie puede alcanzar una altura de 20 m y clasifica a la guayusa como
un arbol de crecimiento lento. Los nombres habituales tanto del arbol como de la
infusion son: Aguayusa, guayusa, huayusa, guafiusa, guayyusa, wayusa, en el
oriente de Ecuador, para los Jibaros el &rbol se denomina weisa, y kopiniak, en

el lenguaje zaparo. (Chilleron, 2020)

11.3.2. Clasificacion Taxonémica

Tabla VI. Clasificaciébn Taxon6mica de la guayusa

Clasificacion cientifica Especie

Nombre cientifico llex guayusa
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Aquifoliales
Género llex

Especie l. guayusa
Familia Aquifoliaceae

Fuente: (Carvajal, 2017)
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[1.3.3. Descripcion botanica
Tronco. - Tiene un tronco que suele ser bifurcado a la altura del pecho, una
concha blanca y una textura suave. Las ramas son extensibles y flexibles.

Hojas. - La textura son coriaceas, verde oscuro, completas, oblongo-elipticas,
basicas, alternas sin estipulas, coriaceas, dentadas, sin pubescencias en el haz
y enveés, apice acuminado, base aguda, 15-21 centimetros de extenso, 5 - 7,5
centimetros de ancho, peciolo corto de 1 centimetros de extenso.

Flor. - Tiene una corola blanco-verdosa con pétalos obtusos, estambres en igual

namero que los pétalos, anteras oblongas, ovario sésil y habitualmente con 4-6
cavidades.

Fruto. - Es una baya globosa de casi 1 cm de ancho y verde. (Caranqui &

Humanante, 2017)

Figura 6. Planta de guayusa

Fuente: (Caranqui & Humanante, 2017)
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[1.3.4. Cultivo de la guayusa en Ecuador

Las condiciones geograficas del Ecuador favorecen el cultivo de la guayusa, se
encuentran en zonas tropicales y subtropicales del continente americano,
algunas especies también se ubican en Oceania. Las provincias donde se
encuentra la guayusa son Sucumbios, Napo, Pastaza, Morona Santiago, Zamora
Chinchipe, Pichincha y Tungurahua. La distribucion de la especie va desde el
nivel del mar hasta los 1500 metros sobre el nivel del mar. (Parrales & Grefa,

2021)

[1.3.5. Composicién quimica

En un analisis comparativo de las hojas de guayusa llevado a cabo por Graham
Wise y Demetrio Santander, se observd que en las hojas secas de Guayusa se
destaca el contenido de carbohidratos y fibra cruda. Del mismo analisis

destacaba su enorme contenido en K, P, Mg y Zn. (Chillerén, 2020)

Las Hojas de Guayusa contienen el 2,3% de cafeina, esta porcion es mayor a la
gue muestra el café y el té. Ademas, otro de los elementos relevantes de la
Guayusa es la Teobromina, la cual es un estimulante que principalmente esta en
el chocolate y la L-teanina que es un acido glutAmico semejante que tiene
caracteristicas que ayudan a minimizar el cansancio fisico y de la mente

combatiendo el estrés. (Rios, 2022)

@ CH;
N 0 0
" .
Py | HO” N CH,
O N N :
| NH,
CHs

Figura 7. Estructura de la teobromina  Figura 8. Estructura de la L-teanina

Fuente: (Alegsa, 2021) Fuente: (Florien, 2019)
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[1.3.6. Composicion nutricional de la guayusa

La guayusa se consume primordialmente en infusiones sin restriccion de edad,
ya que no muestra efectos colaterales y tiene beneficios para la salud, teniendo
un impacto purgante y estimulante sobre el sistema digestivo. (Rios, 2022)

Tabla VII. Valor nutricional de la guayusa

Energia: 1332 KJ/ 320 kcal

Grasas: 7,8 g

Proteinas: 151 g

Fibra: 35,89

Grasa saturada: 3,26 g

Hidratos de carbono: 64,8 g

Azucares: 5.2 g

Sal: 0,009 g

Fuente: (Carvajal, 2017)

11.3.7. Propiedades terapéuticas y beneficios de la guayusa
Digestion: Cuando se toma en forma de té, es similar al té verde, rico en
antioxidantes que también tienen propiedades antiinflamatorias, que ayudan a

calmar el estbmago y permiten una digestion saludable.

Sistema inmunoldgico: las saponinas y los compuestos polifendlicos,
presentes en este té tienen la capacidad de proteger contra enfermedades
cronicas, también reducen el estrés en el sistema inmunoldgico, evitando asi

inflamaciones innecesarias en todo el cuerpo.
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Sistema vascular: uno de los compuestos Unicos que se encuentran en este té
de guayusa es la teobromina, que también se encuentra en el chocolate amargo.
Participa en la proteccion de la integridad de los vasos sanguineos y las arterias,

protegiendo asi la salud general del corazén.

Limpia los dientes: A diferencia de otras bebidas populares como el café, el té
de guayusa no mancha los dientes y ayuda a mejorar la salud bucal gracias a su

contenido de antioxidantes.

Antioxidante: los compuestos polifendlicos de esta bebida pueden ayudar a

reducir el estrés oxidativo y prevenir los efectos negativos de los radicales libres

gue pueden provocar enfermedades cronicas y cancer.

Pérdida de peso: bajo en calorias y puede estimular el metabolismo, este té

También puede ayudar a perder peso. (Estupifian & Granda, 2019)

I.4. BASES TEORICAS

El estudio realizado por (Gutiérrez M. , 2016) buscé medir la actividad
antioxidante de subproductos de guayaba Psidium guajava por diversos métodos
entre ellos DPPH y ABTS, mediante solventes de hexano, etanol y metanol
tomando en cuenta el tiempo y los métodos de extraccion: soxhlet 5 horas y
maceracion dinamica 3, 6, 24 horas. La muestra obtenida en la ciudad de
Guayaquil fue sometida a deshidratacion durante 36 horas hasta alcanzar el 10%
de humedad asegurando la disminucion de la actividad del agua, el crecimiento
bacteriano y actividad enzimatica, luego fue llevado a molienda y tamiz para

obtener particulas de tamafio 125 pm a 250 pum.

Para la determinacién de la actividad antioxidante mediante el ABTS, se realizd

lo siguiente:
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Se preparo la solucion ABTS mediante la mezcla de:

e Solucion A: se pes6 101.5 mg de ABTS, se aforo a 25 ml de agua
destilada.

e Solucion B: se pes6 17.57 mg de K2S204 y se aforo a 25 ml de agua
destilada.

e Se mezclo la solucion Ay B; y se dejé reaccionar a temperatura ambiente
durante 12 horas.

Para la preparacion de la solucién de trabajo:

e Se mezclé 1ml de la solucién patrén ABTS con 60 ml de metanol.
e Se sometié a espectrofotdmetro a una absorbancia de 734 nm.
Para la determinacion de la actividad antioxidante mediante el DPPH, se realiz6

lo siguiente:

e Se peso6 24 mgy se disolvié en 100 ml de metanol.

Para la preparacion de la solucién de trabajo

e Se mezcl6é 10 ml de la solucién patron DPPH con 45 ml de metanol.
e Se uso el espectrofotometro a una longitud de onda de 515 nm.

Tabla VIIl. Resultados de la actividad antioxidante de los subproductos de la

guayaba obtenida a partir de ‘'métodos ABTS y DPPH

Tiempo Método Solvente
Hexano Etanol Metanol
5 Soxhlet 3.17£0.09 50.39 £ 1.61 22.07 £0.36
ABTS (pmol 3 ) 3.01x0.06 28.29£2.28 4092 + 222
Maceracién

TE/g BH) 6 i 253+£0.16 10232 1.77 43.32 £ 2.32
dinamica

24 446+ 017 20.49 £ 3.41 29.91 + 0,94

5 Soxhlet 1.21+£0.04 26.96 £ 0.1 1491 + 045

DPPH (pmol 3 148 £ 0.21 11.26 £2.13 2225+ 3.38

TE/g BH) 6 Maceracién  1.30+ 0,18 10.84 £ 1.69 2295+272

dinamica 225+002 1413 +£1.46 39.87 £+ 0.02
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Fuente: (Gutiérrez M. , 2016)

Los mejores resultados fueron por el método ABTS con el solvente etanol
mediante el método de extraccion soxhlet con un resultado de 50.39 umol TE/g
BH, sin embargo, por el método de maceracién dinamica se obtuvo mejor

resultados por el solvente metanol con 43.32 umol TE/g BH.

(Hartati et al, 2020) en Indonesia evalué la capacidad antioxidante de la hoja de
guayaba “Psidium guajava”, por el método DPPH. La extraccion se realizd por
reflujo usando polaridad creciente de los solventes, n-hexano como solvente no
polar, acetato de etilo como solvente semipolar y etanol como solvente polar,
consecutivamente. Se aplicaron 300 gramos de la muestra en polvo. Cada

disolvente se repitio tres veces.

cada extracto fue procesado en varias concentraciones y mezclado con la

solucion de DPPH de 39.4mg/ml (volumen 1: 1).

» Se prepar6 una solucién de DPPH en metanol

+ La absorbancia se evalué a 515 nm por espectrofotometria UV-vis,
después de 30 min de incubacién

» El estandar fue el acido ascoérbico

« El analisis se llevé a cabo por triplicado

« El color purpura de la solucion de DPPH cambiara cuando el antioxidante
elimine el radical libre, por lo que IC50(concentracién inhibitoria 50%) se

puede determinar a partir de la muestra.
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Tabla IX. Actividades antioxidantes de extractos de guayaba mediante ensayos

DPPH.
Muestra Actividad antioxidante Patrén
Guayaba DPPH Acido ascérbico
Extracto de n-hexano 0,3391+ 0,0110 mg/mi 29,4561+ 1.573
Extracto de acetato de etilo 0,5927+ 0,0290 mg/mi 29,4561+ 1.573
Extracto de etanol 0,3493+ 0,0120 mg/ml 29,4561+ 1.573

Fuente: ( Hartati,et al. 2020)
Estudio realizado en Esmeraldas por (Arias N., 2019) evalué la actividad
antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos (EHA) de las hojas de guayaba
Psidium guajava L., mediante el método del radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo
(DPPH) usando el estandar referencial butil hidroxitolueno.
En este ensayo se determind que los EHA obtenidos de las hojas de Psidium
guajava, poseen una alta capacidad de captacion de radicales libres.

Tabla X. Porcentaje de inhibicién y CI50 del EHA de hojas guayaba (Psidium

guajava) de la ciudad de Quinindé (provincia de Esmeraldas).

Psidium guajava L. Quinindé
% de inhibicion de DPPH

Concentracion

Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 3  Promedio Clso
1000 98,11 97,36 94,72 96,73
750 93,21 93,02 92,08 92,77
500 83,40 83.40 83,77 83,52 0.87
250 64,53 65,28 66,23 65,35 >
100 52,64 52,45 53,40 52,83
50 48,49 47,92 49,25 48,55

Fuente: (Arias N. , 2019)
Se realizé tres repeticiones a una concentracion que va de 1000 ppm a 50 ppm
del EHA, dando como resultado que el mayor porcentaje de inhibicién del radical

DPPH 1000 ppm es de 91,76% y un CI 50 de 0,87 ppm.
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Estudio realizado por (Ordofiez et al, 2017) en el centro de Investigaciones de
Productos Naturales de la Amazonia de la Universidad Nacional Agraria de la
Selva ubicado en la ciudad de Tingo. Los autores evaluaron la capacidad
antioxidante de la guayaba (Psidium guajava) en hoja tierna, madura y yema
terminal, el cual fueron sometidas a ebullicién por 30 minutos, luego se mantuvo
sobre una malla de plastico a temperatura ambiente por 2 a 3 horas, posterior se
secO en una estufa a 65°C por 14 a 16 horas, se realiz6 la molienda de este, y
se envaso.

Para la evaluacion del radical DPPH, se reaccion6 25 pl de muestra con 975 pl
de DPPH, y se determiné en el espectrofotometro a una lectura de 515nm.

Tabla XI. Determinacién de la actividad antioxidante en la hoja de guayaba de

2 variedades.

Vanedades
Componentes Rosado Blanco
EAG(g 100g) EAG (z'100g)

Corteza 18,1552£0,30°¢ 19843=014%
Hoja tiema 14,086=0,00¢ 15463=025°
Hoja Madura 15,20720,41¢ 21516=026°¢
Heja yema termmal 16603=020¢ 17778 =025
Hor 21,664=052" 32,119=026"
Fruto 4502320031 65675=012"1

Fuente: (Ordofiez et al, 2017)

En la variedad rosada y blanca, ambas hojas tiernas tuvieron mayor actividad
antioxidante con un valor de IC50 =14,086 + 0,09 pg/mL y IC50 15.463 + 0,25
pg/mL, por tanto, concluyeron que las hojas de guayaba en comparacion de la

corteza o cualquier otra parte del fruto, presentan mejores resultados.
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El estudio de (Cardenas et al, 2022) en la ciudad Antioquia se evalud la
capacidad antioxidante de diferentes extractos de alta polaridad obtenidos de la

hoja guayusa llex guayusa mediante el ensayo DPPH.

e Se utilizd 990 pL de una solucién metandlica de DPPH (0,1 mm)
» se mezclo con 10 pL de los extractos a 40 a 200 ppm.
+ Las mezclas se mantuvieron a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 30 min.
» Posteriormente se midio la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro
+ La capacidad antioxidante se cuantificé utilizando las curvas de
calibracion de &cido ascorbico, trolox y rutina.
+ Se utilizé metanol como control negativo.
La capacidad antioxidante de los extractos se calcul6 como
DPPH = [(AB - AA) /AB]x 100
Se utilizé una curva de calibracion de &cido ascorbico, trolox y rutina, se uso
metanol como control negativo.

Tabla XIl. Capacidad antioxidante por DPPH (%actividad de eliminacion de

radicales).
Muestra Actividad antioxidante Patrén
Guayusa
DPPH IC50 Acido ascorbico
Extracto de acetato de etilo 36,02 £ 0,16 mg/ml 1,00 mg/ml
Extracto de etanol 50,86+ 0,16 mg/mi 1,00 mg/ml

Fuente: (Céardenas et al, 2022)
De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se pudo corroborar
que el extracto etandlico (EE) obtenido de guayusa mostraron la mayor

capacidad antioxidante por el método DPPH. Adicionalmente, fue posible
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relacionar esta capacidad con el alto contenido de flavonoides presente en este

extracto.

Con base a lo anterior y en estudios futuros, la guayusa (llex guayusa) podria

proponerse como una fuente importante de compuestos antioxidantes con

posible aplicacién en la medicina y la industria alimentaria.

En Quito (Silva M., 2018) evalud la capacidad antioxidante de la hoja de guayusa

(llex guayusa) por el método de DPPH.

Se realiz6 la percolacion de esta utilizando un solvente de agua destilada
y glicerina en una relacion de 60:40.

Se afiadieron 500 mL de solvente sobre 1 kg de guayusay se dejé reposar
durante una hora.

Se procedié a depositarla en el percolador de acero inoxidable, con un
tapon de algodon a la salida de la llave.

Se afladié mas solvente hasta que el mismo quedd a 10 cm sobre la droga
y se tap6 el percolador dejandolo en reposo durante 48 horas.

Se recogi6 el percolado hasta obtener la cantidad de 2 L y se afiadieron
2 g de phenova.

Se obtuvo un extracto fluido al 50 % formado por una parte de droga y dos

partes de solvente.

Se midi6 la absorbancia de los frascos de forma ascendente empezando por

el blanco y terminando con el de mayor cantidad de muestra. El porcentaje

de inhibicién se calcul6 mediante la siguiente formula:

% inhibicion =1- (AA /AB) %10

AA representa la absorbancia del DPPH con el extracto

AB representa la absorbancia del DPPH sin el extracto
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Tabla XIll. Valoracién de la actividad antioxidante mediante técnica del DPPH

en Guayusa (formulacion 1.0 % Guayusa)

Concentracion % de Yo de Y de
en ul./ml, inhibicidén inhibicion inhibicién
BLANCO ABS 1 a 8517 ABS 2 a 517 ABS 3 a 517
nm nm nm
0 0.000 0.000 0.000
10 0.9840 0.9071 0.9238
20 5.0028 50169 5.0230
40 11.6142 11.6876 11.7608
80 27.2803 27.2913 27.3220
100 33,4163 33.3757 33.3850
1C 50 146.96 146.97 146.88
1C 50 pl/ml. 146.94

Fuente: (Silva M., 2018)

Tabla XIV. Valoraciéon de la actividad antioxidante mediante técnica del DPPH

en la formulacién (2.5% Guayusa)

Concentracion
en ul./ml

Yo de
inhibicion

Yo de
inhibicion

Yo de
inhibicion

BLANCO ABS 1 aS17 ABS 2 a 517 ABS 3 asS17
nm nm nm
0 (8] O 0
10 6.51222581 6.33095499 642530717
20 17.3212628 169045008 171660783
40 36.9208468 36.7096597 36.9126782
500 71.6673049 71.6630077 71.7592973
IC 50 74,706 74,93 74.71
1C SO ul./ml 74,8

Fuente: (Silva M., 2018)

Tabla XV. Valoracion de la actividad antioxidante mediante técnica del DPPH

en la formulacion (5% Guayusa)

Concentracion % de % de % de

en ul./mL inhibicién inhibicion inhibicion
BLANCO ABS1a517 ABS2517nm ABS3517nm
nm
0 0 0 0

50 6.49432362 6.48493151 0.44604986
100 17.3054302 17.0410959 11.4467887
400 36.9087676 36.8136986 20.7344772
500 71.6618794 71.709589 49.3035602

IC 50 55.78 55.91 55.75

IC 50 uL/mL 55.78

Fuente: (Silva M., 2018)

Se elabor6 un grafico de porcentaje de inhibicion vs la concentracion,
representando la actividad antioxidante con una concentraciéon IC50 en pL/mL,
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calculado a partir de la ecuacion de la recta. Se obtuvo buenos valores en las

absorbancias, lo que sefialé una buena actividad antioxidante.

Estudio realizado por (Godoy, 2016), determiné la actividad antioxidante de la

hoja de guayusa (llex guayusa), el cual fueron recolectadas en la provincia de

Zamora Chinchipe, el método de extraccion que se utiliz6 por maceracion

dindmica mediante los solvente hexano y metanol.

Posteriormente se centrifugd a 6000rpm por 10 minutos.

Se separo el sobrenadante.

Se realizé una segunda extraccion con 1000ml de solvente.

Se centrifugo y se separé el segundo sobrenadante.

Se mezclaron los sobrenadantes.

Se llevé al rotaevaporador a 45°C a presion reducida para eliminar el resto

de solvente al vacio.

Para la determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS, se realiz6

lo siguiente:

Solucién de trabajo para ABTS

Solucion A: Se peso6 101.5mg de ABTS y se aforé a 25 ml con agua
destilada.
Solucion B: Se pes6 17.57mg de K2S208 y se aforé a 25 ml con agua
destilada.
Se mezcld la solucién A y B, dejando reaccién por 12 horas en la
oscuridad.
Se tomo una alicuota de 1ml de la solucion de trabajo y se adicioné 60 ml

de metanol.
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e Se midi6 la lectura a una absorbancia de 734nm.

Curva estandar de Trolox para ABTS

e Se peso6 12.5mg de Trolox.

e Se aforé a 50ml de metanol.

e Se tomo alicuota entre 0.4ml a 14ml.
e Se aforé 25ml de metanol.

Procedimiento de lectura de muestras de ABTS

Para la lectura de la curva y muestra se realizo el siguiente procedimiento:
e Setomod 150 pL de cada alicuota (0.4 a 14 ml.) y de cada muestra
e Se agreg6 2850 uL de solucién de trabajo.
e Se dej6 reaccionar 2 horas protegido de la luz.
e Se midi6 la lectura a 734nm en un espectrofotdmetro UV visible.
Para la determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH, se

realizé lo siguiente:

Solucion de trabajo para DPPH

e Se peso 24mg de DPPH.
e Se afor6 a 100ml de metanol.
e Se tomo una alicuota de 10ml y se adicion6 45ml de metanol.
e Se midio la lectura a una absorbancia de 515nm.
Curva estandar de Trolox para DPPH
e Se pes6 12.5mg de Trolox.
e Se aforé a 50ml de metanol.
e Se tomo una alicuota entre 0.4 a 14 ml.
e Se aforé a 25ml con metanol.
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Procedimiento de lectura de muestras de DPPH

Para la lectura de la curva y muestra se realizo el siguiente procedimiento:
e Se tomo 150 uL de cada alicuota (0.4 a 14 ml.) y de cada muestra.
e Se agregd 2850 uL de solucion de trabajo.
e Se dejo reaccionar 24 horas protegido de la luz.
e Se midi6 la lectura a 515nm en un espectrofotdbmetro UV visible.

Tabla XVI. Capacidad antioxidante por el método ABTS en las hojas de la

guayusa (llex guayusa).

ABTS
EtOH Hexano
Hojas deshidratadas Hojas frescas Hojas deshidratadas Hojas frescas
mg mg mg mg
Tmpo%e  troioug ™ T;‘,’%‘“ Troloxig ™ T.',?,‘?.t’i"’" Troloxig WT;‘:%’“ Troloxig ’"97",‘:;‘:"“’3"’"
extracto 9 extracto 9 extracto O extracto 9

3horas 1784045 634+045°" 4482007 5954¢042** 005£002 0.18+£001°* 0232003 030£0.11*
6horas 0852004 5774041** 300£134 369+124** 0042001 017£001** 0084001 039£010*
f2horas 1512008 5444113** 3714086 6.07+064** 0094006 030:0.16** 068:058 0.360.04**
24horas 1702051 721+031** 8162580 6.3840.00** 005£000 022+004** 0674029 0514003*

Fuente: (Godoy, 2016)

Tabla XVII. Capacidad antioxidante por el método DPPH en las hojas de la

guayusa (llex guayusa).

DPPH

EtOH Hexano

Tempode .0 mgTrolox400 . C  mgTrolox100 . . mgTrolox00 . " mgTrolox/100
% Troloxig Troloxig Troloxig Troloxig
AN oracto 9P ot ISP ey 9P iy 9P

3horas 313127 1095:253** 1477:410 1941:378** 0062001 0.19:001** 025:001 033:010*
Ghoras 1471017 992:006** 383+134 475:112** 005:¢001 018+001** 0062002 029:004*
f2horas 3712115 1294:200** 914:443 147145414 010:008 033:008** 056:046 031:002*
Zhoras  353:133 477:057* 1382+704 11.83:290* 005:000 005:000** 048:026 035:003*

Fuente: (Godoy, 2016)

Se obtuvieron resultados de la capacidad antioxidante de los extractos de
la hoja de guayusa medidas por el método ABTS y DPPH, ambas exponen la
presencia de antioxidantes. Tomando en cuenta el rendimiento de los extractos,
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el tiempo de maceracion en 12 horas realizadas en hojas frescas y como
solvente etanol, el seleccionado como el mejor tratamiento frente al hexano.
(Fonseca, 2017) Realiz6 un estudio en Quito en la hoja de la guayusa (llex
guayusa), fueron obtenidas de la provincia Morona Santiago, para realizar el
extracto fluido, se empled el método de percolacion y como solvente distintas
concentraciones hidroalcohdlicas 20%, 50%, 80% y uno de té verde al 50%, el
cual fue el referente natural de comparacion.
Valoracion de la actividad antioxidante por el método DPPH
e Se prepar6 una solucién 0.5mM de DPPH con etanol al 96%.
e Como control positivo se prepard una solucion de acido ascorbico a
1000ppm.
e Se diluyo el extracto de guayusa (llex guayusa) a una concentracion 1:10
y el té verde (control positivo) fue diluido a concentracién 0.1:10.

Lectura del radical DPPH en espectrofotémetro

e Se prepar6 un frasco ambar el cual corresponde al blanco.
e Se prepar6 diluciones de extractos de guayusa (llex guayusa) y acido
ascorbico en volumen de 5uL, 10uL, 20uL, 50uL, 100uL, 150uL, 200uL.
e 2.8ml de DPPH y se enrrasé a un volumen de 3ml con etanol al 96%.
e Se agitd a 200rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente.
e Se midid la lectura a 517nm en un espectrofotometro.
Para valorar la actividad captadora de radicales libres se realiz6 calculos

mediante la siguiente formula: % Inhibicién = Ab—Aa % 100

Ab
Sin embargo, para determinar la IC50se construyé una grafica de porcentaje de

inhibicién vs concentracion de los extractos mediante una linea de regresion.
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Tabla XVIII. Actividad antioxidante DPPH del extracto de té verde.

Porcentaje

Concentracion Porcentaje Porcentaje
pl/ml, del de inhibicion de inhibicion de inhibicion
blanco Yol 1 Yo 1 2 Y13
O O (8] O

1.66 5.2547 ;1252 5.9844
3,33 5,5265 4. 9888 5,9972
6,66 13,4687 12,7809 13,5991
16,66 32,9948 32,7850 33,3487
33,33 58,3244 58,2027 S8,5358
50 76,4784 76.3894 76,5938
6666 92,0218 D2 0097 920608
32.549 32,671 32,401

1Cs0 pl/ml.
Fuente: (Fonseca, 2017)

Tabla XIX. Actividad antioxidante DPPH del extracto de llex guayusa al 80%.

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje
pL/mlL del de inhibicion de inhibicion de inhibicion
blanco % 11 Yo 12 % 13
0 0 0 0
1,66 5,2495 4,9538 35,0966
3.33 9.1502 9.0004 9.0249
6,66 17,6179 17,4758 17,2389
16.66 41.8448 41.7281 41,7489
33.33 81.0033 81.0040 81.0155
50 89.7780 89.7597 89,7683
23.823 23.863 23,865

ICso pl./mL
Fuente: (Fonseca, 2017)

Tabla XX. Actividad antioxidante DPPH del extracto de llex guayusa al 50%.

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje
mg/ml. del de inhibicion  de inhibicion  de inhibicion
blanco % 11 % 12 % 13
0 0 0 0
1,66 4,1310 4,2418 4,6348
3,33 7,8509 7,5792 7,6504
6,66 16,7489 16,6538 16,7496
16.66 41,6886 41.5109 41,5152
33.33 73.7363 73.6447 73,6949
50 88,2922 88,3000 88,2921
1Cs0 mg/mlL. 25,033 25,070 25,040

Tabla XXI. Actividad antioxidante DPPH del extracto de llex guayusa al 20%.

Concentracion Porcentaje FPorcentaje Porcentaje
pl/mlL del de inhibicion de inhibicion de inhibicion
blanco Yo Il 1 Yo 1 2 Yol 3
O 0 0 O
1.66 1.9311 1.9976 2.5910
3.33 3.1902 3.2126 4,3337
6,66 6,8523 6,2244 7.1164
16,66 14,3663 14,2225 15,1655
33.33 30,7611 30,4888 30,9569
50 40,9755 40,7522 41,2112
6OH.O6 59,5297 59,3920 59,6602
57,238 57,490 57,013

1Cs0 pl./mlL.
Fuente: (Fonseca, 2017)
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Tabla XXII. Valoracién de la actividad antioxidante DPPH del 4cido ascérbico.

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje
pL/mlL, del de inhibicion  de inhibicion  de inhibicion
blanco Y 11 Yo 1 2 Y 1 3
Q0 0 0 0
1,66 00,3298 44,6404 4.6918
6,66 4,9494 7,7355 7,9291
16,66 20,7848 24,5273 24,8792
50 96,0785 96,2639 96,2726
66,66 96,0881 96,2822 96,2979
1Cs0 pl./ml, 31,916 30,951 30,895

Fuente: (Fonseca, 2017)

Los resultados obtenidos de DPPH, demostré que el extracto de guayusa (llex
guayusa) al 80% presenta mayor actividad antioxidante, superando al té verde,
gquedando en evidencia que el extracto de guayusa (llex guayusa) al 20%
presenta menor actividad captadora del radicales libres.
El estudio de (Jara et al, 2018) determind la actividad antioxidante de la hoja de
la guayusa (llex guayusa), la muestra fue obtenida en la regiébn Sierra y
Amazonia del Ecuador, el vegetal fue sometido a secado bajo luz solar, el
método que se empled para la extraccion es la maceracién haciendo uso del
solventes organicos como etanol, acetato de etilo, y diclorometano.
Evaluacion de la actividad antioxidante por DPPH

e Se prepar6 2ml de solucion DPPH.

e Se mezclé 1ml del extracto que fue llevado a diferentes concentraciones

(10, 50, 100 pg/mL).
e Reposar por 30 minutos.
e Se realiz6 la lectura a una absorbancia de 515nm en un

espectrofotometro.

Se utilizé la quercetina como referencia y DMSO al 2% como control.

Para valorar la actividad secuestrante de radicales libres se realizé los siguientes

calculos o, 4a eliminacién de radicales libres DPPH = 100 » (1-AE/AD)
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Nota: AE, es la absorbancia de la solucion después de agregar el extracto y AD
es la absorbancia de la solucion de DPPH en blanco.

Tabla XXIII. Resultados de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante
de extractos crudos utilizando el DPPH y el ensayo de blanqueo con acido (3 -

caroteno-linoleico.

Sample Total Total flavonmds | DPPH IC<y( | B- carotene
Phenolics (RE me'g) ugz/'mi.) 1Cs;

(GAE mo'g) (peml)
Curarma EtOH $3 9=7 § 37 0=1 5 28 5=1 5 1S5=21
Curarina EtOAc 13.9+1.5 15.8=1.1 | 100648 | 37.8:25
Zhute DCNM 142410 15.7=1.1 95 7237 783232
Zhute EtOAC 28 09=1 8 26.0=22 73.3+3.2 42 7=2 7
Coayraen E1OH 54.0=3.8 46.0:2.0 . 175414 | 556216
Guayusa EtOAc 36.0:2.2 20.0=1.8 | s27-43 | 857237
S. dulcis EYtOH s0=3 s 13 0=2 3 18 2=1. 5 -5 3=1 3
St duicts EtOAc 272220 68.0+2.5 | 705238 | 683230
1guila EtOH 57.0243 48.0=2 4 153423 23.3=1.8
Moradilla EtOH 14.0=0 7 48.0=2.5 | s7.5=2% | 93 7222
Quercetine _ _ S 820 4 6.7=1.2

Fuente: (Jara et al, 2018)

De acuerdo a los resultados, los autores concluyeron que las muestras en
extracto etanodlico posee mayor actividad antioxidante de cualquier otro extracto,
a su vez se encuentra relacionada con el contenido de fenoles totales y

flavonoides.
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA
l1I.1. TIPO DE INVESTIGACION
La metodologia que se realizé para la presente investigacion fue la revision
bibliografica, documental y comparativa. Se llevé a cabo una busqueda de
informacion en las diferentes bases de datos cientificos como ScienceDirect,
Scielo, Google Académico, Redalyc, PubMed, de donde se obtuvo la informacién

sobre la hoja de guayaba y hoja de guayusa para su posterior comparacion.

[11.2. ENFOQUE DE LA INVESTIGACION
Este estudio se trata de un enfoque cualitativo, ya que se desarrollara un analisis
bibliografico de los compuestos bioactivos que contiene la hoja de guayaba y

guayusa, como de su actividad antioxidante.

I11.3. DISENO DE LA INVESTIGACION

El objetivo de esta investigacion es comparar la actividad antioxidante entre las
hojas de Guayaba (Psidium guajava) y Guayusa (llex guayusa) por medio de una
revision bibliogréfica, tal se orienta hacia un tipo de disefio de indagacion

descriptiva-comparativa.

En las técnicas utilizadas en este disefio de investigacion cualitativo se incluye:
estudio bibliografico, comparativo y detallado para las dos muestras con la

actividad destinada.

I1l.4. UNIDADES DE ESTUDIO

e Hoja de guayaba (Psidium guajava)

e Hoja de guayusa (llex guayusa)
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSIONES

En cumplimiento al primer objetivo para identificar los metabolitos secundarios

de las hojas de guayaba (Psidium guajava) y guayusa (llex guayusa), se empled

el tamizaje fitoquimico, el cual se detalla a continuacion una tabla de resultados.

Tabla XXIV. Tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas

de Guayaba (Psidium guajava) y guayusa (llex guayusa).

Guayaba (Psidium guajava) Guayusa (llex guayusa)
Metabolitos Métodos Valoracion | Metabolitos Métodos | Valoracion
secundarios secundarios

Alcaloides | Test - Alcaloides Test +++
Dragendorff Dragendorff
Test Mayer - Test Mayer +++
Test Wagner = Test +++
Wagner
Esteroides/ | Test + Esteroides/ | Testde
terpenoides | Salkowski terpenoides | Lieberman- +++
Test de Burchard
Liebermann- + Zack Tt
Burchard
Taninos Cloruro 3= Taninos Cloruro +++
Férrico 5% Férrico 5%
Gelatina A
salada
Acido et
Clorhidrico
Saponinas | Espuma ++ Saponinas Espuma +
Fenoles Acetato de ++ Quinonas Borntranger +
plomo
Glicésidos | Antraquinonas Identificacion | Baljet ++
(test de - de Kedde +
Borntrager) cardiotonicos
Glicosidos Raymond- +
cardiacos - Harthoud
(test de Keller Azlcares Fehling Ay +
Killiani) reductores | B
Fehling Ay B +++ Antocianinas Con HCI -
R. Benedict +++
Cumarinas | NaOH (LUZ + Shinoda +++
uv) Flavonoides
Flavonoides | R. Shinoda ++ Cianidina +++
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Medio +++
Alcalino

Fuente: (Arias , 2019) (Ortega & Madrigal , 2018) (Utreras, 2019)

En la tabla XXIV, se describe el andlisis fitoquimico de las hojas de guayaba
(Psidium guajava) y guayusa (llex guayusa) en extractos hidroalcohdlicos
realizados por diversos autores, los cuales mostraron la presencia de metabolitos
secundarios donde (+++) significa abundante, (++) moderado, (+) escaso y (-)

negativo.

Segun la investigacion de Nelly Arias en el afio 2019, en la hoja de guayaba
(Psidium guajava) por extracto hidroalcohdlico, se evidencié la ausencia de
glicosidos y alcaloides, una escasa presencia de esteroides y terpenos, pero se

observo la notoria presencia de taninos, saponinas y fenoles.

En la investigacion de los autores Jackeline Ortega y Jimmy Madrigal en el afio
2018, mostraron los metabolitos presentes en la guayaba (Psidium guajava) por
extracto hidroalcohdlico, siendo de mayor intensidad los glicosidos mediante los
métodos Fehling A y B, y el reactivo Benedict, de mediana intensidad los

flavonoides y de baja intensidad las cumarinas.

Por otra parte, la investigacion de Vanessa Utreras en el afio 2019, en las hojas
de guayusa (llex guayusa) mediante extracto hidroalcohdlico, se encontrd
presencia de abundante alcaloides, esteroides, terpenos, taninos y flavonoides,
de moderada intensidad en cardiotonicos, escasa en azucares reductores,

saponinas, quinonas, y determind la ausencia de antocianinas.
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En cumplimiento al segundo objetivo para evidenciar el desempefio de los
métodos DPPH y ABTS, se realiz6 una tabla comparativa, el cual permitié
comparar el analisis de la actividad antioxidante de las hojas de Guayaba
(Psidium guajava) y Guayusa (llex guayusa).

Tabla XXV. Cuadro comparativo de los métodos utilizados para el andlisis de la

actividad antioxidante de las hojas de guayaba (Psidium guajava) y guayusa

(llex guayusa) estudiadas en Latinoamérica.

Pais Fruta Parte de Extracto Método Autor
utilizada | lafruta
utilizada BIPFLR AT
n-hexano 1.0007 = 0.0270
pug/mi
Indxngsia/ . ] Hoja Aceta};{o de 1.5325|9 + 0.0700 (Hartati et
sia uayaba —— etilo Mg/m al, 2020)
Etanol 56.4614+3.7810
Mg/mi
Acetato de | 17.5+1.4 pg/mL (Jara et
Cuavisa Hoja etilo al, 2018)
Talca/Chile y fresca Etanol 52.7+4.3 pg/mL
. : Etandlico 4.58 ppm 3.82 ppm (Cardena
2022)
Hoja 14,086+0.09
tierna EAG (g/1009)
Tingo Maria/ Hoja Hidroalcohols 15,207+0.41 (Ordofiez
Pera Guayaba | madura co EAG (9/100g) et al,
Hoja 16,603+0.20 gy
yema EAG (g/1009)
terminal
Hexano 1.21+0.04 pmol | 3.17+0.09
TE/g BH umol TE/g (Gutiérre
2l zM.,
_ Etanol 26.96+0.11 50.39+1.61 | 2016)
Loja/Ecuador | Guayaba Hoja pmol TE/g BH pumol TE/g
seca BH
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Metanol 14.91+0.45 22.07+0.36
pmol TE/g BH pumol TE/g
BH
F: 146.94
Hoja Agua LD puL/mL
Quito/ Ecuador | Guayusa fresca delsi,(t;Iea;iolnzz1 Y [E 748 (Silva M.,
9 2.5% | pL/mL 2018)
F:5% |55.78
puL/mL
Quito/Ecuador | Guayaba Hoja Hidroalcohdli | 91.76%/ 0.87 (Arias N.,
fresca co ppm 2019)
Etanol 3.53+£1.33 mg 1.70+0.51
Hoja trolox/g extracto m% trotlox/g
Loja/ Ecuador | Guayusa | deshidrat extracto (Godoy
ada Hexano 0.05%£0.00 mg 0.05+0.00 2016) ’
trolox/g extracto | mg trolox/g
extracto
Etanol 13.82+7.04 mg | 8.16%5.80
Hoja trolox/g extracto | mg trolox/g
fresca extracto
Hexano 0.48+0.26 mg 0.67+0.29
trolox/g extracto | mg trolox/g
extracto
F: 20% | 57,490
Hoja Hidroalcohdli HL/mL (Fonseca
Quito/Ecuador | Guayusa | fresca co F:50% | 25,070 , 2017)
puL/mL
F: 80% | 23,863
puL/mL

En la tabla XXV, se puede apreciar diversas investigaciones que fueron

realizadas por autores de diferentes paises de Latinoamérica sobre el analisis

Fuente: Autores

de la actividad antioxidante de las hojas de guayaba (Psidium guajava) y

guayusa (llex guayusa).
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Método DPPH

60.0000 56.4614

o
§ 50.0000
= 40.0000
2 = 30,0000
g
O 20.0000
B2
% 10.0000 1.0007 1.8259
©
Q
8 n-hexano Acetato de etilo Etanol
Solventes

Gréfica 1. Resultados de la AAO de la hoja de Guayaba (Psidium guajava);

Indonesia/ Asia

En el estudio de (Hartati et al, 2020) realizadas en hojas de guayaba (Psidium
guajava) mediante el método DPPH, mostraron la capacidad antioxidante en
extracto de n-hexano 1.0007 + 0.0270 uyg/ml, extracto de acetato de etilo 1.8259
+ 0.0700 pg/ml y extracto de etanol 56.4614 + 3.7810 ug/ml, siendo el extracto

etandlico el mejor solvente.

Método DPPH

60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

~H

7y
U

()]
N

17.50

B

Etanol Acetato de etilo
Solventes

(ng/ml)

Capacidad antioxidante

Gréfica 2. Resultados de la AAO de la hoja de guayusa (llex guayusa);
Talca/Chile

Segun la investigacién de los autores (Jara et al, 2018) sobre la actividad
antioxidante de la hoja de guayusa (llex guayusa) utilizando el método DPPH, se
evidencio que el extracto etandlico presenta mayor actividad antioxidante con un
resultado de 52.7+4.3 pug/mL en comparacién al extracto acetato de etilo
17.5+1.4 ug/mL.
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Métodos quimicos

4.80
4.58

4.60

e
o
S

=
[¥)
o

m DPPH

IC50 (ppm)
5
8

W ABTS

-
[
S

3.60

3.40

Etanol
Solvente

Gréfica 3. Resultados de la AAO de la hoja de guayusa (llex guayusa); Bogoté/

Colombia

Por otra parte, el estudio de los autores (Cardenas et al, 2022) realizada en la
hoja de guayusa (llex guayusa), mostraron que en extracto etandlico tanto el
método DPPH y ABTS tienen mayor actividad antioxidante con valores de IC50

4.58 ppm y 3.82 ppm.
Método DPPH

__17.000 16.603
£ 16.000 15:207 |
' 15.000 17086 —
; 14.000 e M Hoja tierna
8 13.000 E. | .
~ 12.000 B Hoja madura
Hoja Hoja Hoja Hoja yema terminal
tierna  madura yema
terminal

Hidroalcohdlico
Gréfica 4. Resultados de la AAO de la hoja de guayaba (Psidium guajava);
Tingo Maria/ Peru

Segun la investigacion de los autores (Ordofiez et al, 2017), mediante el método
DPPH evaluaron los diferentes estados de la hoja de guayaba (Psidium guajava),

presentando mayor inhibicién la hoja tierna con un valor de 14,086+0.09 EAG
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(9/100g), seguida la hoja madura 15,207+0.41 EAG (g/100g) y por ultimo la hoja

yema terminal 16,603+0.20 EAG (g/100g).

Métodos quimicos

40.00

26.96

22.07

m DPPH

1.21 3.17
|

Hexano Etanol Metanol
Solventes

W ABTS

N
o© o
o o
S S

apacidad antioxidante
(umol TE/g BH)

\
-

Grafica 5. Resultados de la AAO de la hoja de guayaba (Psidium guajava);
Loja/Ecuador

En la investigacion realizada por (Gutiérrez M. , 2016), se muestra diferente
capacidad antioxidante de la hoja de guayaba (Psidium guajava) entre los
métodos DPPH y ABTS, el cual se ve afectado por la variacion de los extractos.
Los cuales presentaron mejores resultados por el método ABTS con valores de

3.17+0.09 umol TE/g BH (base hiumeda), 50.39+1.61 umol TE/g BHy 22.07+0.36

pmol TE/g BH.
Métodos DPPH
200.00
S 146.94
‘5 150.00
o
‘= 1 100.00 74.80 1%
== 55.78
B m
(&) H5%
=3 000
cQ 1% 2.50% 5%
(]
o Agua destilada y glicerina
o
a

Gréfica 6. Resultados de la AAO de la hoja de guayusa (llex guayusa);

Quito/Ecuador
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El estudio de (Silva M., 2018), diseid una formulacién con diferentes
concentraciones (1.0%, 2.5% y 5.0%) de extracto fluido de hoja de guayusa (llex
guayusa) para uso cosmetico, el cual evidencio la valoracion de la actividad
antioxidante mediante el método DPPH, en la formulacion 1.0% el valor fue

146.94 pL/mL, en la formulacion 2.5%= 74,8 uL/mL y en la formulacion 5.0%=

55.78 pL/ mL.
Métodos DPPH
__100.00 91-76
E
S 80.00
=
o 60.00
Te)
O
= 40.00 DPPH
3)
‘S 20.00
2
E 0.00
o Hidroalcoholico
N

Solvente

Gréfica 7. Resultados de la AAO de la hoja de guayaba (Psidium guajava);
Quito/ Ecuador

Segun el estudio realizado por (Arias N., 2019) en la hoja de guayaba (Psidium
guajava), revelo el valor de IC50 por el método DPPH en extracto hidroalcohdlico

el cual fue 0,87 ppm y el porcentaje de inhibicion del radical DPPH de 91,76%.

Métodos DPPH

15.00 13.82
8 —~
c 2
@ O
T O 10.00 e
>< e
o3
= m DPPH
&2 so0 (353
RS 1.70 ABTS
3o I 0.09.05 0.48.67
S+ 0.00 o
Z o
g £ Etanol Hexano Etanol Hexano

Hoja deshidratada Hnia
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Gréfica 8. Resultados de la AAO de la hoja de guayusa (llex guayusa);
Loja/Ecuador

En la investigacion de (Godoy, 2016), mostré los resultados de la actividad
antioxidante de las hojas deshidratadas y frescas de la guayusa (llex guayusa)
por la técnica DPPH y ABTS en extractos de etanol y hexano. La extraccién con
etanol en hoja deshidratada dio como resultado en DPPH 3.53+1.33 mg trolox/g
extracto y en ABTS 1.70+£0.51 mg trolox/g extracto. Mientras en la hoja fresca en
DPPH 13.82+7.04 mg trolox/g extracto y ABTS 8.16+5.80 mg trolox/g extracto.
Por otra parte, la extracciéon con hexano en hoja deshidratada tanto en DPPH y
ABTS dieron resultados de 0.05+0.00 mg trolox/g extracto. En hoja fresca
mediante DPPH dio un valor de 0.48+0.26 mg trolox/g extracto y en ABTS
0.67%0.29 mg trolox/g extracto.

Métodos DPPH

70.00

57.49

__60.00
—
E 50.00
3 40.00 .
5 30.00 25.07 23 Q6 L 20/0
% 20.00 12105
~ 10.00 m 80%

0.00

20% 50% 80%

Hidroalcohdlico
Gréfica 9. Resultados de la AAO de la hoja de guayusa (llex guayusa);
Quito/Ecuador

En el estudio de (Fonseca, 2017), determiné la actividad antioxidante de la hoja
de guayusa (llex guayusa) por el método DPPH en extracto hidroalcoholico, el
cual se realiz6 en diferentes concentraciones (20%, 50%, 80%), siendo el
extracto de guayusa (llex guayusa) al 80% quien mostrO6 mayor capacidad

antioxidante con un valor de 23,863 pL/mL, seguido del extracto 50%: 25,070
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puL/mL y el extracto del 20%: 57,490 pL/mL. Nota: La muestra que tiene el menor

valor de IC50 es el que posee mejor actividad antioxidante.

En cumplimiento del tercer objetivo, se analiz6 la tabla de resultados de los
métodos utilizados para el analisis de la actividad antioxidante de las hojas de
guayaba (Psidium guajava) y guayusa (llex guayusa) estudiadas en
Latinoamérica, el cual se elaboré una grafica circular presentando la actividad
antioxidante entre ambas hojas mediante el ensayo de DPPH con la finalidad de

determinar quién de ellas tienen mayor capacidad de captar los radicales libres.

DPPH

= Guayusa

= Guayaba

Solvente: Etanol

Grafica 10. Resultados de los métodos utilizados para el analisis de la actividad
antioxidante de las hojas de guayaba (Psidium guajava) y guayusa (llex

guayusa)
Fuente: Autores
Cabe destacar que hubo dificultad en correlacionar los resultados realizados por
diversos autores, debido a que estos fueron llevados a diferentes
concentraciones. Sin embargo, se pudo citar el estudio (Hartati et al, 2020) el

cual presentd los resultados de la actividad antioxidante de la guayaba en
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extracto de etanol por el método DPPH fue 56.4614+3.7810 pg/ml, por su parte
el estudio de (Jara et al, 2018) mostraron que la actividad antioxidante de la

guayusa mediante el método DPPH en extracto etandlico fue de 52.7+1.4 pg/ml.
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DISCUSION

Compuestos bioactivos

Para identificar los compuestos bioactivos responsables de la actividad
antioxidante de las hojas de guayusa (llex guayusa) y guayaba (Psidium
guajava), se empleo el tamizaje fitoquimico, método cualitativo que permitié la
identificacion de los metabolitos secundarios presente en las hojas de guayusa
(lex guayusa) y guayaba (Psidium guajava), se realizaron en extracto
hidroalcohdlicos, los cuales fueron: glicosidos, alcaloides, esteroides, terpenos,
taninos, saponinas, fenoles, cumarinas, cardiotonicos y azucares reductores. El
estudio de (Utreras, 2019) present6 el analisis fitoquimico en la hoja de guayusa
(llex guayusa) utilizando como solvente agua y etanol, los resultados no
evidencia diferencia alguna entre solventes. Otro estudio contradice lo antes
expuesto, (Palchicaza, 2019) mostré resultados del tamizaje fitoquimico
realizado en extractos etandlico, acuoso y etéreo, presentando que el extracto
acuoso tiene mayor variedad de metabolitos presentes, dando mejores

resultados, el cual coincide con el autor (Manzano et al, 2018).

Capacidad antioxidante

De acuerdo con los resultados presentados por distintos autores sobre la
capacidad antioxidante de las hojas de guayusa (llex guayusa) y guayaba
(Psidium guajava) mediante diferentes métodos quimicos, los cuales se tomé en
consideracion los métodos DPPH y ABTS, segun (Tovar J. , 2018) ambos son
caracterizados como métodos colorimétricos, pero difieren en la capacidad de
captar radicales libres preformado, estequiometria de reaccion, cinética y
mecanismo de accién. El método DPPH en comparacion al ABTS, es un método

rapido, sencillo y econdmico. Por su parte, el método ABTS presenta la gran
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ventaja de ser disueltos en medios organicos u acuosos y medir antioxidantes
de naturaleza hidrofilicos y lipofilicos, lo opuesto al método DPPH que solo
puede medir antioxidantes en solventes organicos, convirtiéendose de esta
manera en una limitante en medir compuestos hidrofilicos. Sin embargo, los
valores pueden diferir segun el empleo del tipo de extraccion y solvente como
tratamiento, en estudios similares como los realizados por (Jara et al, 2018)
mostraron que utilizando extractos etanolico genera mejores resultados que
cualquier otro solvente, presentando mayor contenido fendlico total y flavonoides
seguido de mayor actividad antioxidante, los cuales estan estrechamente
enlazados. Otro estudio similar es la de Pérez-Jiménez et al, en el 2006,
evaluaron la influencia que tiene los solventes en la determinacion de la
capacidad antioxidante, en el método ABTS se encontr6 que los extractos
acuosos poseen mas 40% de actividad antioxidante que los disueltos con
metanol-agua (50:50 v/v), contrario al DPPH que en extractos acuosos tiene una

disminucioén de la actividad antioxidante.

Comparacion entre las hojas de guayaba (Psidium guajava) y guayusa (llex
guayusa).

Se analizo la tabla de resultados de los métodos utilizados para el analisis de la
actividad antioxidante de las hojas de guayaba (Psidium guajava) y guayusa (llex
guayusa) estudiadas en Latinoamérica, el cual se dedujo que guayaba (Psidium
guajava) tiene mayor actividad antioxidante en comparacion a la guayusa (llex
guayusa), debido a que estan correlacionado con el contenido de fenoles totales
y flavonoides, pudiéndose citar el estudio de (Restrepo, 2019) presenta
resultados del contenido de fenoles de variedades de guayaba en diferentes

estados de madurez, cuyo valores fueron superiores de 305.2 mg &acido
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gélico/100 g fruta, mientras en el estudio de (Jara et al, 2018) no superé los 54

mg de &cido galico/g de extracto/100 g fruta de guayusa.
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CONCLUSIONES

Se identificd los compuestos bioactivos de las hojas de guayusa (llex
guayusa) y guayaba (Psidium guajava) mediante el screening fitoquimico
en extracto hidroalcohdlico, obteniendo en la hoja de la guayaba (Psidium
guajava), la presencia de esteroides/ terpenoides, taninos, saponinas,
fenoles, cumarinas, flavonoides y ausencia de alcaloides y glicosidos. En
cuanto a la hoja de la guayusa (llex guayusa) se encontro la presencia de
Alcaloides, esteroides/ terpenoides, taninos, saponinas, quinonas,
cardiotonicos, azucares reductores, flavonoides y ausencia de antocianinas.
Se evalué el desempefio que tiene el método DPPH y ABTS en la
determinacién de la actividad antioxidante de los extractos de las hojas de
guayusa (llex guayusa) y guayaba (Psidium guajava), el cual el ABTS
mostro la ventaja en captar antioxidantes en menor tiempo que el DPPH,
aparte de medir antioxidantes de naturaleza tanto lipofilicos e hidrofilicos.

Se comparé la actividad antioxidante entre las hojas de guayusa (llex
guayusa) y guayaba (Psidium guajava), mediante el método DPPH, el cual
se concluye que la hoja de guayaba (Psidium guajava) tiene mayor actividad
antioxidante con un resultado de 56.4614+3.7810 pg/ml en comparacion a

la guayusa (llex guayusa) 52.7+4.3 pg/ml.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios farmacoldgicos en la hoja de guayusa
(lex guayusa) y guayaba (Psidium guajava) con el fin de elaborar un

fitofarmaco.

Se debe profundizar estudios en la hoja de guayusa (llex guayusa) donde
se pueda emplear otras metodologias para la determinacion de actividad

antioxidante.
Se debe realizar futuras investigaciones experimentales con las hojas de

guayusa (llex guayusa) y guayaba (Psidium guajava) para comparar los

resultados bibliograficos frente a los actualizados.
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GLOSARIO
ABTS: Este método evalla la actividad antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC), se basa en la reduccién de la coloracion verde/azul producida por
la reaccion del radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico

con el antioxidante presente en la muestra.

Capacidad antioxidante: Es la capacidad de una sustancia para inhibir
la oxidacion.

DPPH: Es un compuesto quimico formado por moléculas estables de
radicales libres. Se utiliza en las determinaciones de poder antioxidante
gracias a su capacidad de aceptar un atomo de hidrogeno por parte de un

agente antioxidante.

ERO: Especies reactivas de oxigeno

Hidrofilicos: Es una sustancia que tiene afinidad por el agua. En una
disolucién o coloide, las moléculas hidréfilas son a su vez lip6fobas, es

decir, no se pueden mezclar con lipidos o grasas.

Oxigeno singlete: Es el nombre comun utilizado para las formas
energéticamente excitadas del oxigeno molecular (02), con dos
electrones apareados en los orbitales de energia mas alta (orbital

antienlazante).

Superoxido: Son un grupo de metaloenzimas presentes frecuentemente
en organismos aerobicos, aerotolerantes y algunos anaerobios obligados.
Son esenciales para su defensa contra la toxicidad producida por los
metabolitos parcialmente reducidos, generados durante la reduccion

biologica normal del oxigeno molecular.
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Transferrina: Es la principal proteina de la sangre con capacidad de

union al hierro, para transportarlo por todo el organismo.

Trolox: Es un anélogo hidrosoluble del alfa-tocoferol. En virtud de su alta
solubilidad en agua y su amplia disponibilidad comercial, el Trolox es
universalmente empleado como estandar en (las curvas de comparacion

de) diversos ensayos de actividad antioxidante.

Nutracéuticos: Son productos basados en ingredientes procedentes de
la propia naturaleza (animales, plantas o minerales) y se caracterizan por
ser ricos en determina- dos nutrientes, lo cual determina su incidencia en

la nutricion y en nuestra salud.
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