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Resumen

El presente estudio buscé determinar el efecto del tamafio de particula (> 1000 y < 2000 um, >
500 y < 1000 um, > 250 y < 500 um y < 250 pum) sobre la extraccion de compuestos con propiedades
antioxidantes a partir de un subproducto de guayaba (Psidium guajava L.), constituido por piel con
pulpa adherida de guayaba deshidratada. La extraccion se realizO mediante agitacion dinamica
utilizando etanol al 57 %, regulado su pH a 2 con HCI. Se determind que no existi6 diferencia
significativa (p > 0,05) en el rendimiento de extraccién, obteniendo un valor promedio de 46,4 + 5,9 %.
Se cuantifico el potencial antioxidante mediante los métodos ABTS, FRAP, DPPH y fenoles totales. El
tamafio de particula que permitio una mayor capacidad antioxidante fue la fraccion comprendida > 500
y < 1000 um para FRAP, ABTS, fenoles totales y <250 pm para DPPH.
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Abstract

The objective of this study was to analyze the effect of particle size (> 1000 & < 2000 um, >
500 & < 1000 pm, > 250 & < 500 um and < 250 um) on extraction of compounds with antioxidant
properties from guava (Psidium guajava L.) by-product constituted by dehydrated fruit peel with
remanent pulp. The extraction was performed by dynamic maceration with ethanol 57 %, adjusted to
pH 2 with HCI. Statistical analysis of the data showed that no significant difference (p > 0,05) in
extraction yield, with an average value of 46.4 £ 5.9 %. The antioxidant potential was measured by
ABTS, FRAP, DPPH and total phenols methods. The higher antioxidant capacity by FRAP, ABTS and
total phenols was obtained with particles between > 500 and < 1000 um, whereas particles with < 250

um produced the higher DPPH values.
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INTRODUCCION

Las frutas son ricas en compuestos
bioactivos, destacando los antioxidantes, como
fenoles, carotenoides, entre otros (Bravo, 1998;
Stahl y Sies, 2005); estos estan asociados con la
disminucion  del riesgo  de  contraer
enfermedades cardiovasculares 'y cancer
(Temple, 2000), por lo cual se ha incrementado
el interés, debido a que estudios demuestran
que el consumo frecuente de antioxidantes,
especialmente los flavonoides, tienen capacidad
de captar radicales libres causantes del estrés
oxidativo (Heim et al., 2002) y ademas
proporcionan gran parte del sabor y color a las
frutas (Ross y Kasum, 2002).

La guayaba (Psidium guajava L.) es un
fruto comestible usado como medicina
tradicional por sus propiedades biologicas
como antidiabéticas (Oh et al., 2005) y
antioxidantes (Thaipong et al., 2006). Dentro
de la produccion de puré de guayaba se genera
gran cantidad de subproductos; alrededor del 25
% del peso total de la fruta se desecha,
provenientes del las diferentes etapas de
produccion: trituracion 5 %, refinacion 12 % y
tamizado 8 %. Estos subproductos se
convierten en un grave problema para la
industria alimentaria, debido a que se debe
incurrir en gastos adicionales para su

eliminacion (Kong e Ismail, 2011), por lo que
ha existido una tendencia en la explotacion y
utilizacién de subproductos en el desarrollo de
ingredientes funcionales para la industria
alimentaria (Schieber et al., 2001; Amin y
Mukhrizah, 2006).

La extraccién de antioxidantes se puede
realizar mediante maceracion, alta presion o
ultrasonido (Prasad et al., 2009). La maceracion
dinamica es el método frecuentemente
empleado (Soong y Barlow, 2006; Ribeiro et
al., 2008; Maisuthisakul y Gordon, 2009; Kong
et al., 2010). El etanol es uno de los disolventes
mas utilizados para la extraccion de
flavonoides, acidos fendlicos; y al compararlo
con metanol no difiere significativamente
(Prasad et al.,, 2009). Para incrementar la
extraccion de antioxidantes y fenoles de
subproductos de guayaba, se debe acidificar el
etanol a pH de <2 (Makris et al., 2007; Kong et
al., 2010).

Los métodos mas wusados para
determinar la capacidad antioxidante en frutas
frescas incluyen: 2,2’-azinobis (3-etil-2,3-
dihidrobenzotiazol-6-sulfonato) (ABTS™),
conocido como ensayo ABTS (Leong y Shui,
2002); el método de decoloracion del radical
libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH’), que determina la actividad
antirradicalaria (Brand-Williams et al., 1995;
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Gil et al., 2002) y se conoce como método
DDPH; el ensayo FRAP (‘Ferric Reducing
Ability of Plasma’) basado en el “poder
antioxidante” mediante la capacidad para
reducir el i6n férrico a ferroso a bajo pH
(Benzie y Strain, 1996; Jiménez-Escrig et al.,
2001; Guo et al., 2003); y ensayo de fenoles
totales (Swain e Hillis, 1959; Robles-Sanchez
etal., 2007).

Este estudio busco determinar el efecto
del tamafio de particula sobre la extraccion de
antioxidantes en la piel con pulpa adherida de
guayaba deshidratada. Se selecciond la guayaba
por ser considerada una buena fuente de
antioxidantes (Jiménez-Escrig et al., 2001) y su
utilizacion en la industria ecuatoriana.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se
llevé a cabo en los laboratorios del
Departamento de Ciencias Agropecuarias y
Alimentos de la Universidad Técnica Particular
de Loja, Ecuador.

Tratamiento de las muestras

Las muestras de guayaba (Psidium
guajava L., con pulpa rosada, fueron
adquiridas en el mercado local de la ciudad de
Loja, (Ecuador) presentando una acidez de 0,51
+ 0,04 % expresado como acido citrico y 9,83 +
0,25 % de solidos solubles, equivalente a un
estado de madurez comercial segin requisitos
de la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN
1911:2009 (INEN, 2009).

Se realizd6 un despulpado mecénico,
trabajando con la piel y pulpa adherida
resultante. Las muestras se deshidrataron en
estufa de vacio JEIO TECH, modelo OV-12
(Jeio Tech Co. Ltd., Corea) a 60 °C a 20 kPa
hasta llegar a una humedad cercana al 10 %, se
triturd6 con un mortero y con ayuda de un
vibrotamizador Retsch®, modelo AS 200 basic
(Retsch® GmbH, Haan, Alemania) con tamices
normalizados ASTM. Las siguientes fracciones

fueron obtenidas: > 1000 y < 2000 pum, > 500 y
<1000 um, > 250y < 500 pm y <250 pum.

Reactivos

Los reactivos TPTZ (2,4,6-tris (2-
piridil)-s-triazina), ABTS (2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-a4cido sulfénico), DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo), persulfato de
potasio (K;S;0g), Folin-Ciocalteu y Trolox
(&cido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico) fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich®, Co. LLC. (St. Louis, Missouri,
USA); y etanol de Panreac Quimica, S. L. U.
(Barcelona, Espafa). Todos grado analitico.

Extraccion de compuestos

Mediante maceracion dinamica se trato
1,0 g de muestra con 50 mL de etanol al 57 %
regulando su pH a 2,0 con HCI, ésto durante 3 h
a 60 °C. Se pasO por una centrifuga marca
CLAY ADAMS® Brand DYNAC® (Becton,
Dickinson and Company, MD, USA) a 2800
rpm por 30 minutos y el liquido sobrenadante
se liofilizo6 en un equipo FreeZone® 12
(Labconco Corporation, Kansas City, MO,
USA) y almacend en viales de vidrio ambar a -
20 °C.

Medicion del rendimiento

Para determinar el rendimiento de
extraccion se uso el método de Zhang et al.
(2007). Luego de la centrifugacion el
sobrenadante se evaporod a sequedad usando un
rotagvaporador BUCHI, modelo R-200
(BUCHI Labortechnik AG, Suiza) a 60 °C y se
liofiliz6 en un FreeZone® 12 (Labconco
Corporation) para obtener el extracto. El
rendimiento de extraccién se calculd6 como
porcentaje de la materia prima.



Determinaciébn de la capacidad
antioxidante

Para determinar DPPH se usO la
metodologia de Brand-Williams et al. (1995),
ABTS por Arnao et al. (2001), FRAP con el
método de Benzie y Strain (1996) y fenoles
totales con la técnica de Swain e Hillis (1959),
todos modificados por Thaipong et al. (2006).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd
mediante analisis de varianza (ANOVA) vy las
diferencias significativas entre ellas fueron
establecidas a través de la prueba de Tukey con
el programa Minitab® Statistical Software,
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version 16 (Minitab Inc., State College, PA,
USA). Se consider6 p < 0,05 como
estadisticamente  significativo. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Mediciéon del rendimiento

De acuerdo a los resultados presentados
en la Fig. 1, el tamafio de particula no tuvo
efecto sobre el rendimiento de extraccién de la
materia soluble en etanol al 57 %. Se encontro
un valor ligeramente mayor cuando se trabajo
con la fraccion > 500 y < 1000 um, pero sin ser
diferente significativamente (p > 0,05). El
rendimiento promedio fue de 46,4 = 5,9 %.
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Las barras corresponden al contenido de fenoles totales y la curva al rendimiento porcentual.

Figura 1.- Relacion de fenoles totales y rendimiento de extraccion en subproducto de guayaba.
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Capacidad antioxidante

Al analizar los resultados obtenidos en
la técnica DPPH (Cuadro 1), se observo que no
hubo diferencia significativa para los distintos
tamafios (p > 0,05) y el valor mayor fue para la
fraccion < 250 pum. Al comparar el resultado
obtenido de 86,5 umol Trolox equivalentes/g
base humeda (umol TE/g BH) con los
indicados por Thaipong et al. (2006) de 16,2 a
32,0 uM TE/g BH para pulpa de 4 genotipos de
guayaba (‘Allahabad Safeda’, ‘Fan Retief’,
‘Ruby Supreme’ y una de seleccién avanzada)
se evidenci6 un valor muy superior para la piel.

La actividad antioxidante medida por
ABTS para la fraccion > 500 y < 1000 um (p <
0,05) fue de 49,3 umol TE/g BH, valor superior
a los determinados por Thaipong et al. (2006)
de 22,3 a 37,9 uM TE/g BH en pulpa para los 4
genotipos citados, e inferior a los de Rojas-

Barquera et al. (2008) de 96 umol TE/g BH en
fracciébn comestible de guayaba var. Pera, y
Restrepo-Sanchez et al. (2009) de 63 a 118
umol TE/g BH (a diferentes temperaturas de
extraccion) en puré de pulpa mas corteza de
guayaba roja.

De los tamarfios de particulas estudiados
sobresali6 la fracciéon > 500 y < 1000 pym (p <
0,05) con la que se obtuvo una mayor
extraccion de antioxidantes por el método
FRAP (Cuadro 1) con un valor de 58,6 umol
TE/g BH. Este resultado fue mayor a los
encontrados por Thaipong et al. (2006) en
extractos de 4 genotipos de guayaba de 15,5 a
33,3 uM TE/g BH, similar al indicado por
Rojas-Barquera et al. (2008) de 54,7 umol TE/g
BH para la variedad Pera, e inferior a los
obtenidos por Restrepo-Sanchez et al. (2009)
de 86 a 147 umol TE/g BH en puré de pulpa
mas corteza.

Cuadro 1.- Actividad antioxidante en subproducto de guayaba.

Tamario de particula DPPH ABTS FRAP
(um) (umol TE/g BH) (umol TE/g BH) (umol TE/g BH)
> 1000 y < 2000 748+116° 38,3+45"? 51,9+8,6®
> 500 y < 1000 739+152° 493+145° 58,6 + 14,0 ®
>250y < 500 62,6+62° 30,8+ 6,6 % 353+41°
< 250 86,5+9,3° 152+19° 36,6 +54 %

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales.
Las medias que no comparten una letra en una misma columna son significativamente diferentes.

TE: Trolox equivalentes. BH: base himeda.

Contenido de fenoles totales

Para fenoles totales (Fig. 1) se evidencio
un efecto por el tamafio de particula,
repitiéndose la fraccion mencionada para ABTS
y FRAP (> 500 y < 1000 pum) como la que

permiti6 un valor superior de 557 mg
equivalente a acido galico por cada 100 g en
base himeda (mg GAE /100 g BH), siendo éste
mayor a los resultados obtenidos por Thaipong
et al. (2006) de 170,0 a 344,9 mg GAE/100 g
BH; Rojas-Barquera et al. (2008) 29,8 mg GAE



/100 g BH; Thaipong et al. (2005) 345,0 mg
GAE/100 g BH en pulpa blanca del clon de
guayaba ‘Allahabad Safeda’ y menor al valor
encontrado por Jiménez-Escrig et al. (2001)
763 mg GAE/100 g BH.

Solo para DPPH no se encontro efecto
del tamafio de particula sobre la capacidad
antioxidante, pero se evidencié que se obtuvo
un valor mayor para el tamafio de particula <
250 pum; esto pudo ser consecuencia que con
menores tamafos de particula se incrementa la
tasa de extraccion, debido a que se disminuye la
distancia de difusion del soluto dentro del
solido (Franco et al., 2007) y se incrementa el
area de contacto, contribuyendo a incrementar
la transferencia de masa de los solutos de
acuerdo con los principios generales de la Ley
de Fick (Gido et al., 2009). Esto no se cumplid
para ABTS, FRAP y fenoles totales, lo que
pudo deberse al tipo de compuestos extraidos.
Herodez et al. (2003) encontraron que para el
acido ursolico y acido oleandlico se obtiene
mayor extraccién para una tamafio de particula
de 0,315 - 0,400 mm comparado con 0,20 -
0,25 mm.

CONCLUSIONES

Los resultados para ABTS, FRAP vy
fenoles totales demostraron que el tamafio de
particula tuvo efecto sobre la extraccion de
compuestos antioxidantes en subproductos de
guayaba y por el contrario para el método
DPPH no tuvo. La fracciébn de tamafio de
particula > 500 y < 1000 um permitié la mayor
extraccion de compuestos con potencial
antioxidante.
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