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Resumen

La presente tesis realiza una comparacion de la actividad antioxidante entro los extractos
alcohdlico y acuoso de las hojas de café ardbigo -Coffea arabica-, mediante un analisis por el método
DPPH. Este proyecto de tesis se realiz6 debido al desecho anual que se genera debido a la poda de
hojas que se realiza del 25% del total del follaje de cada planta, esto genera una pérdida econdémica
debido al gasto que se produce por desechar los residuos y una pérdida de biomasa ya que se esta
desechando hojas con biocomponentes de importancia farmacoldgica, en la actualidad se han
realizado estudios enfocados Unicamente en los beneficios farmacoldgicos del grano café ardbigo
dejando de lado el potencial que presentan las hojas de esta planta. Para el desarrollo experimental
de esta tesis se utilizd para cada extracto 30g de materia vegetal previamente seleccionada y desecada
la cual fue sometida a maceracion con 900 mL de alcohol de 96° y 500 mL de agua destilada
respectivamente, generando como resultado 400 mL de extracto alcohdlico y 400 mL de extracto
acuoso purificado y filtrado, mediante analisis por el método DPPH el extracto acuoso en el punto
de concentracién maxima 33.333 ug/mL posee un porcentaje de inhibicion de 14.8282% y un ICsp
de 117.56, a su vez el extracto alcohdlico en el punto de concentracién méaxima 33.333 ug/mL el
porcentaje de inhibicion de 23.0608% y un ICso de 104.21, todos los valores obtenidos fueron
analizados estadisticamente mediante el método andlisis de dos muestras mediante el cual se acepta
la hipdtesis alternativa la cual expresa que la diferencia entre la capacidad antioxidante de los

extractos alcoholico y acuoso no representa un margen de diferencia significativo.

Palabras clave: Coffea arabica, porcentaje de inhibicion, 1Cso, actividad antioxidante.
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Abstract

This thesis makes a comparison of the antioxidant activity between the alcoholic and
aqueous extracts of Arabic coffee leaves -Coffea arabica-, by means of ananalysis by the DPPH
method. This thesis project was carried out due to the annual waste that is generated due to the
pruning of leaves that is carried out of 25% of the total foliage of each plant, this results in an
economic loss due to the expense of discarding waste and a loss of biomass since leaves with
biocomponents of pharmacological importance are being discarded, currently studies have been
conducted focused solely on the pharmacological benefits of Arabic brown bean leaving aside the
potential presented by the leaves of this plant. For the experimental development of this thesis I use
for each extract 30g of plant matter previously selected and dried which was macerated with 900 mL
of alcohol of 960 and 500 mL of distilled water respectively, resulting in 400 mL of alcoholic extract
and 400 mL of purified and filtered aqueous extract, by analysis by the DPPH method the aqueous
extract at the maximum concentration point 33,333 ug/mL has an inhibition rate of 14.8282% and
an ICso of 117.56, in turn the alcoholic extract at the maximum concentration point 33,333 ug/mL
the inhibition rate of 23.0608% and an ICs, of 104.21 all the values obtained were statistically
analyzed using the two-sample analysis method by which alternative hypotheses is accepted which
states that the difference between the antioxidant capacity of alcoholic and aqueous extracts does not

represent a significant margin of difference.

Keywords: Coffea arabica, inhibition percentage, 1Cso, antioxidant activity.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

Desde los inicios de la medicina hasta la actualidad las plantas han sido de vital importancia
debido a sus caracteristicas medicinales, gran parte de la poblacién utiliza medicina tradicional para
tratar afecciones que disminuyen su calidad de vida, en la actualidad la industria farmacoldgica
utiliza antioxidantes sintéticos en mayor proporcién a los antioxidantes naturales, existen estudios
que aseveran que la utilizacién de antioxidantes sintéticos conlleva a un efecto toxico en el
organismo del ser humano, la industria farmacoldgica puede emplear extractos de plantas y sus
principios activos para generar farmacos de origen bioldgico o semisintéticos los cuales seran mas

seguros y efectivos que generen una mejora en la calidad de vida de la poblacion afectada.

Los extractos de plantas para uso farmacoldgico son preparados farmacéuticos elaborados
en laboratorios especializados bajo condiciones ideales de higiene, la preparacion se realiza
mediante la adicion de agua destilada u otro medio y la planta medicinal de interés, existen tres
tipos de extractos; fluidos, blandos y secos (Olaya, 2003). En la industria farmacol6gica los
extractos de plantas pueden ser utilizados por su potencial efecto antioxidante la cual se mide por
distintos métodos siendo uno de los mas préacticos el método DPPH en el cual se utilizan extractos

fluidos.

Existe una gran variedad de plantas con conocidos efectos antioxidantes sin embargo el
desconocimiento del potencial poder antioxidante de otras plantas genera un desperdicio de estas
ya que no son aprovechadas, como es el caso del café arabigo -Coffea arabica- procedente de
etiopia, en la actualidad se puede encontrar esta especie cultivada en regiones tropicales y
subtropicales, por tanto es cultivable en la mayor parte del territorio de Ecuador, el cual solo es
cultivado para la produccién del fruto y el resto de la planta no presenta un interés para los
productores generando desechos por la poda de hojas realizada para mantener un equilibrio del
follaje en los cultivos. El presente proyecto de titulacion pretende cimentar una base de

conocimiento del poder antioxidante de los extractos alcoholico y acuoso de la hoja de café la cual



posee compuestos como clorofila y acidos clorogénicos, los cuales poseen actividad antioxidante y
pueden utilizarse en la elaboracién de farmacos para el tratamiento de enfermedades ocasionadas

por la presencia de radicales libres, generando precedente para dar uso a la hoja de cafe.

1.2PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El café arabigo es una planta de ciclo anual, se la puede encontrar practicamente en todos
los continentes, esta planta es catalogada como de importancia econdmica debido a la exportacién
y venta nacional del café procesado. En el Ecuador segtn el Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP) actualmente estan sembradas 43373 hectéreas de café arabigo con
un rendimiento de 0.22 t/ha, anualmente se generan desechos de cada planta debido a la poda de
hojas que se realiza del 25% del total del follaje de cada planta, tomando en consideracién que por
hectérea se encuentra un promedio de 3200 plantas, el 25% de residuo generado por planta en una
hectarea genera una pérdida econémica debido al gasto que se produce por desechar los residuos y
una pérdida de biomasa ya que se estd desechando hojas con biocomponentes de importancia
farmacolégica, a nivel nacional no genera un uso de la hoja de café debido al desconocimiento de
los beneficios para la salud que poseen los principios activos de las hojas, la falta de proyectos
investigativos y la pérdida de conocimientos ancestrales, esto genera una pérdida econdmica a
causa del costo de manejo de desperdicios y al contrario al no generarse un correcto manejo se

puede generar un posible foco de contaminacion.

En la actualidad se han realizado estudios enfocados Unicamente en los beneficios
farmacolégicos del grano café arabigo dejando de lado el potencial que presentan las hojas de esta
planta; en el Ecuador existe una falta de proyectos que aprovechen los residuos de hoja que se
generan en los cultivos del café arabigo como una potencial fuente de ingresos econémicos por el

aprovechamiento de esta planta y sus beneficios a nivel farmacoldgico.

En este proyecto de investigacion se pretende utilizar la hoja café arabigo obtenido en el
cantén Puyango de la provincia de Loja, para comparar la actividad antioxidante de los extractos

alcohdlico y acuoso de la hoja del café arabigo, por medio del método de DPPH; de tal manera que



se genere una base de conocimiento, para posibles usos de esta planta por parte de la industria

farmacoldgica.

1.3FORMULACION DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué extracto de las hojas de Coffea arabica posee mayor actividad antioxidante?

1.4JUSTIFICACION

El café ardbigo es cultivado en el Ecuador segin el MAGAP en un total de 43373 hectéareas,
en los cultivos cada planta ocupa un area promedio de 3.13m?, (Arcila, 2007) determino que en buenas
condiciones de cultivo la cantidad de hojas promedio de una planta de café arabigo a la edad de cinco
afios es de un numero de 3920 hojas/planta, esta cantidad es controlada en dos ocasiones anualmente
mediante la poda de hojas, en las cuales el total de follaje se reduce hasta el 75% generando un
desperdicio ya que las hojas podadas son desechadas. La industria farmacol6gica puede aprovechar el
25% de hojas podadas previa una seleccion para extraer principios activos con potencial medicinal
como lo son los compuestos con actividad antioxidante presentes en la hoja de café ya que existen
estudios sobre la composicion bioactiva de las hojas de café arabigo sin embargo sus beneficios son
desconocidos por la mayor parte de la poblacion, siendo el Unico enfoque del cultivo nacional el
procesamiento del grano, generando una base de conocimiento de interés farmacoldgico de la actividad
antioxidante de compuestos presentes en la hoja del café arabigo los residuos de la poda generada dos
veces al afio pueden ser aprovechados para la produccion de farmacos evitando la pérdida del material
vegetal al ser desechado desperdiciandose asi sus beneficios medicinales y potencialmente
econdmicos. Aplicando un método de extraccion adecuado centrado en la cantidad, calidad y origen,
se pueden extraer los componentes bioquimicos principales de la hoja del café arabigo y realizar
un andlisis cuyos resultados pueden catalogar a esta planta como medicinal con un potencial

econdmico por desarrollar.
15 LIMITACIONES

Este trabajo de investigacion se realizard en el laboratorio de Ciencias de la Vida de la

Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, durante un periodo de 6 meses, donde las
3



limitaciones podrian ser las siguientes: horarios de uso de laboratorios, econémicas, disponibilidad

de equipos y reactivos.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 OBJETIVO GENERAL
Comparar los extractos acuoso y alcoholico de las hojas de café arabigo -Coffea arabica- a

fin de evaluar la capacidad antioxidante.

1.6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Elaborar los extractos alcoholico y acuoso de las hojas de café arabigo -
Coffea arabica- mediante maceracion para la extraccion de los componentes bioactivos a
un medio liquido.

. Determinar la actividad antioxidante de los extractos (alcohdlico y acuoso)
de las hojas de Coffea arabica mediante el método DPPH a fin de cuantificar la actividad
antioxidante de cada extracto.

. Comparar los valores obtenidos de actividad antioxidante mediante método
estadistico analisis de dos muestras para demostrar que extracto tiene mayor capacidad

antioxidante.

1.7 HIPOTESIS

Hipotesis nula

El extracto alcohdlico de las hojas de café arabigo -Coffea arabica- posee mayor actividad
antioxidante debido al tipo de solvente empleado.

Hipotesis alternativa

La diferencia entre la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso no

representa un margen de diferencia significativo.



CAPITULO II

2.1 MARCO REFERENCIAL

EnJulio del 2008 en Piracicaba, Brasil se publicé en la revista Scientia Agricola; un articulo
con el siguiente tema “Concentraciones totales de fenol en las hojas del cafeto durante el desarrollo
del fruto.” De los autores Salgado, P. R., Favarin, J. L., Leandro, R. A., & Lima Filho, O. F. D.
(2008). Total, phenol concentrations in coffee tree leaves during fruit development. Scientia
Agricola, 65(4), 354-359. El objetivo del presente estudio fue evaluar la cantidad de fenoles totales
en las hojas de café de las plantas en crecimiento durante la etapa de fructificacion en funcion de
las condiciones climaticas. Los resultados de este experimento fueron los siguientes en relacion con
la sintesis de metabolitos secundarios, no hubo diferencias entre las plantas productoras y no
productoras, para los valores promedio de fenoles totales -p> 0.05-, no solo para las hojas jovenes,
sino también para las hojas maduras.

En el afio 2011 la Revista Cubana de Plantas Medicinales publica el articulo “Actividad
antioxidante de café colombiano de diferentes calidades” dirigido por los investigadores Naranjo,
M., Vélez, L. T., & Rojano, B. A. (2011). El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad
antioxidante del café mediante una optimizacion del ensayo DPPH en condiciones normales de
consumo, empleando tres tipos de cafetera (filtro, expreso e italiana), comparado con cafés de
distintos origenes -Colombia, Kenia y Etiopia- y café descafeinado. Los resultados obtenidos para
el método de Almelay col. (2006), la absorbancia de la muestra de café con metanol centrifugada,
apenas varia a lo largo del ensayo, mientras que en la muestra -café y metanol- no centrifugada
varia a lo largo del ensayo. La muestra -DPPH y café- centrifugada mantiene los valores de
absorbancia a lo largo del tiempo, mientras la muestra sin centrifugar -DPPH y café- presenta
valores superiores de absorbancia que nos indica la interferencia por la turbidez propia de la
muestra en esas condiciones. Todos los tipos de café presentan una elevada capacidad antioxidante,
con un porcentaje de inhibicion superior a 50%, destacando el café Colombia, Etiopia y Kenia

elaborado con cafetera de filtro con valores al rededor del 70%, de inhibicion y con indices de



estabilidad que oscilan entre 1267-1206. Estos datos nos indican que no hay diferencias

significativas de actividad antioxidante respecto a los origenes de los cafés analizados.

En enero del 2013 la revista Scielo Pert publica “Determinacion de compuestos fenolicos
y actividad antioxidante de extractos de alcachofa (Cynara scolymusL.) Dirigido por los
investigadores Martin Cruzado, Ana Pastor, Nino Castro y Juan Carlos Cedrdn. El objetivo era
determinar la actividad antioxidante en el extracto liofilizado de alcachofa con mayor contenido de
compuestos fendlicos, mediante el empleo del reactivo DPPH. En el presente trabajo, ademas de
evaluar la actividad antioxidante, el contenido total de fenoles, flavonoides, antocianinas, se puso
énfasis en determinar el contenido de resveratrol y la composicién quimica, con el objetivo de

contribuir al desarrollo futuro de protocolos de control de calidad.

En octubre del afio 2018 en México se publicd por primera vez en la revista Fitotecnica
mexicana la investigaciéon con el tema “COMPOSICION BIOACTIVA DE HOJAS DE CAFE
DURANTE UN CICLO ANUAL ” realizada por ANUAL, D. U. C., & LEAVES, B. C. O. C.
COMPOSICION BIOACTIVA DE HOJAS DE CAFE. Donde el objetivo fue medir el area foliar,
concentraciones de clorofilas, cafeina, acido clorogénico -5-CQA-, azlcares reductores, asi como
macro y micronutrimentos en la variedad antes mencionada. Los resultados de este articulo
fueron los siguientes: Las plantas de café presentaron la mayor area foliar -64.25 cm?- en
la etapa de floracién. Durante la etapa de floracion de la planta de café se encontré la mayor
concentracion en clorofilaa -2.11 mg g-1 PMF-, b -0.79 mg g-1 PMF- y total -2.93 mg g-
1 PMF-. La cafeina de las hojas de café durante las diferentes etapas del ciclo anual no

presento diferencias estadisticas significativas.



2.2MARCO CONCEPTUAL

2.2.1 Coffea arabica

2.2.1.1 Generalidades, taxonomia y morfologia

Coffea arabica es una planta arbusto que puede llegar a crecer hasta 12m y tener una vida
productiva de 15-20 afios, debido a los ciclos productivos y funciones bioldgicas y metabdlicas las
plantas de café se las mantienen hasta que lleguen a una altura promedio de tres metros lo cual tomé
un tiempo de alrededor de seis afios de esta manera se facilita la recoleccion (Fonnegra, 2007). Las
hojas del café arabigo tienen forma oval de aproximadamente 15cm de largo, las flores son de color
blanco y se forman en grupos en las axilas de las hojas, a partir de estas se forman los frutos los
cuales son drupas de color rojizo que miden un promedio de 1-2cm de didmetro, la parte exterior
del fruto es carnosa y en el interior se encuentran 2-3 semillas o granos de café rodeados de una
capa membranosa, las semillas de café son la parte que més cafeina contiene de toda la planta. La
planta de café produce frutos de interés comercial a partir de una edad de edad de 3-5 afios, posterior
a esto la planta se puede mantener productiva durante 15-20 afios, la produccién media de una
planta es de 4509 anuales en condiciones adecuadas, el area foliar promedio de la planta es de

64.25¢cm? (Pozo, 2014).

El café arabigo -Coffea arabica- procede de etiopia, en la actualidad se puede encontrar
esta especie cultivada en regiones tropicales y subtropicales entre los 1300-2800m sobre el nivel

del mar, la temperatura idonea para el crecimiento de esta planta es 15-24°C (Fonnegra, 2007).

El nombre cientifico del café arabigo es Coffea arabica cuya respectiva clasificacion

cientifica se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion cientifica del Coffea arabica.

CLASIFICACION CIENTIFICA

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida




ORDEN: Gentianales
FAMILIA: Rubiaceae
SUBFAMILIA Ixoroidae
GENERO: Coffea
ESPECIE: Coffea arabica

Fuente: (Fonnegra, 2007)

2.2.2 Componentes de las hojas

Las hojas del café arabigo contienen cafeina en concentracién mas alta durante
las etapas tempranas de desarrollo (102umol/mg PS) y disminuye a medida que
avanza la maduracion y senescencia de la hoja, acidos clorogénicos presentan una
concentracion de (1.02%), clorofilaa (2.11 mg/g PMF), b (0.79 mg/g PMF) y total (2.93

mg/g PMF), glucosa (9.65%) y fructuosa (1.74 %), hierro (144.70 mg/kg), cobre (6.56

mg/kg), zinc (11.04 mg/kg) y boro (35.02 mg/kg) (ANUAL, 2018).

Tomando en consideracion los componentes de la hoja de café arabigo determinados
por (ANUAL, 2018) se puede realizar una comparacion de los valores encontrados de cada

uno de los componentes ante los rangos determinados como normales para cada uno de estos

(Ver tabla 2)

Tabla 2. Tabla comparativa entre los componentes de las hojas y los rangos normales.

Compuestos

Componentes de las hojas

Rangos normales

Cafeina

102 pmol/mg PS

73.6 - 130 umol/mg PS

Clorofila a

2.11 mg/g PMF

0.47 —3.23 mg/g

Clorofila

0.79 mg/g PMF

0.26 — 0.66 mg/g

Acidos clorogénicos 1.02% 0.04 — 1.05%
Glucosa 9.65% 2-10%
Fructuosa 1.74 % 0.36 — 2%
Hierro 144.70 mg/kg 25-500 mg/kg
Cobre 6.56 mg/kg 5-20 mg/kg
Zinc 11.04 mg/kg 20-100 mg/kg
Boro 35.02 mg/kg 20-100 mg/kg

Fuente: (ANUAL, 2018)




Los componentes bioactivos de las hojas de café mantienen un equilibrio por medio
de la fotosintesis proceso mediante el cual la planta genera su propia energia y regula los
niveles de azucares —glucosa y fructosa-, &cidos clorogénicos y clorofila estas dos ultimas
presentan actividad antioxidante y antipirética, la fotosintesis es un proceso complejo que no
consiste en una Unica reaccion sino mas bien en numerosas reacciones que se dividen en dos

vias principales (Sadava, 2009):

Fase luminosa: Las reacciones en esa fase son impulsadas por energia luminosa, en
esta via metabdlica la energia luminosa se convierte en energia quimica en forma de ATP y

un transportador de electrones reducido denominado NADPH + H* (Sadava, 2009).

Fase oscura: La fase oscura puede darse en presencia o ausencia de luz siempre y
cuando sea consecutiva de la fase luminica, durante la fase oscura un &tomo de hidrégeno
reacciona con el diéxido de carbono absorbido de la atmosfera generando carbohidratos con
la ayuda de energia generada por el ATP como fuente de energia, la reduccién de CO; puede
efectuarse mediante tres vias independientes: el ciclo de Calvin, la via de la fotosintesis Csy

el metabolismo &cido de las crasulaceas (Sadava, 2009).

El carbohidrato producido por la planta durante la fase oscura de la fotosintesis es el
azucar del tipo reductores —glucosa- el cual cumple funcione vitales para el metabolismo y

auto preservacion de la planta.

Glucosa: La glucosa en las plantas se forma a través de la fotosintesis mediante la

siguiente ecuacion estequiométrica (ver ecuacion 1) (Cebrian, 2016).

CLOROFILA/LUZ

6C0 + 6H20 > C6H1206 + 60

Ecuacion 1: Reaccion de fotosintesis

La glucosa producida a través de la fotosintesis se consume en dos partes: la glucosa
se consume parcialmente y asi produce la energia necesaria para el metabolismo natural de la
planta, el resto de la glucosa se transforma en celulosa la cual es el material estructural de la

planta y en almidon el cual cumple la funcién de reserva alimentaria (Cebrian, 2016) .
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Fructosa: Uno de los componentes que se encuentran en la hoja de café ardbigo es
la fructosa un azlcar del tipo reductor la cual se encuentra en un 1.74% (Taiz, 2006). La
fructosa se produce por la glucolisis a la cual es sometida la glucosa producida durante la fase
oscura, la reaccidn que produce la fructosa es la siguiente: la glucosa con inversion de 2ATP
produce Fructosa-1-6-di-P la cual continuando el proceso es divide en Dioxicetona-3-P y
Gliceraldehido-3-P, la reaccion continua con la inversion de 4 ADP+P generando 4ATP,
consecutivamente se generan 2NADH2 por la inversién de 2NAD la reaccién finaliza con

2Piruvato como producto final. (Taiz, 2006).

La composicion bioactiva de la hoja de café es compleja, cada componente se
encuentra en una determinada concentracion en la cual debe mantener un equilibrio para
poder cumplir la funcién para la cual esta disefiado, al disminuir o aumentar demasiado la
concentracién debido a alteraciones ambientales o condiciones que generen desequilibrios o
estrés a la planta, los componentes no cumplirian su funcion especifica generando alteraciones
en las concentraciones de los componentes bioactivos, disminuyendo los niveles de clorofila
y acidos clorogénicos lo cual es proporcional a la disminucién del efecto antioxidante de estos
compuestos, el efecto domino de las alteraciones en los componentes bioactivos concluiria
con la putrefacciéon o necrosamiento de la hoja (Taiz, 2006). Los componentes bioactivos de

la hoja de café arabigo se disponen de la siguiente manera:

Cafeina: La concentracion de cafeina en la hoja de café arabigo es de 102 umol mg’
1 PS la cual se encuentra dentro de un rango normal para la especie de 73.6 - 130 umol mg™*
PS, si bien el contenido de cafeina de esta especie es bajo en comparacién a otras especies
esto no debe presentar peligro alguno siempre y cuando se realicen labores de control de
plagas mediante précticas ancestrales y se realice el cultivo de la planta a una altura de entre

los 600 — 800 msnm (Alvarado, 1994).

Clorofila: La concentracion de clorofila en la hoja de café arabigo se dispone de la
siguiente manera Clorofila a.2.11 mg gt PMF, valor que se encuentra dentro del rango normal

de 0.47 - 3.23 mg g y Clorofila B 0.79 mg g* PMF valor que se encuentra del rango normal
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de 0.26 — 0.66 mg g%, la concentracion total de clorofila es de 2.9 mg g** PMF, la clorofila es
el pigmento verde de las plantas de vital importancia para el proceso de fotosintesis, en
cantidades deficiente de clorofila la fotosintesis no se realiza de manera correcta lo cual de

no corregirse concluiria con la muerte de la hoj (Cebrian, 2016).

Acidos clorogénicos: La concentracion de acidos clorogénicos en la hoja de café
arabigo es de 1.02%, valor que se encuentra dentro de un rango normal de 0.04 — 1.05%, los
acidos clorogénicos son intermediarios de la biosintesis de lignina un componente de la pared
celular, en caso de deficiencia de estos acidos la biosintesis de lignina se veria interrumpida
generando un déficit de este compuesto para la formacion de la pared celular y la planta
quedaria afectada estructuralmente y susceptible a dafios e ingreso de patdgenos. Los &cidos
clorogénicos poseen actividad antioxidante un déficit de estos provocaria la disminucién del

porcentaje de actividad antioxidante. (Fonnegra, 2007).

Hierro: La concentracion de hierro en la hoja de café es de 144.70 mg kg2, valor que
se encuentra dentro del rango normal de 25-500 mg kg, el hierro interviene en la fotosintesis
y en la sintesis de clorofila, consecuentemente al existir un déficit de hierro se produce una
clorosis la cual se manifiesta como un amarillamiento en los nervios de las hojas mas jovenes

(Barreira, 2008).

Cobre: La concentracion de cobre en la hoja de café es de 6.56 mg kg valor que se
encuentra dentro del rango normal de 5-20 mg kg, el cobre interviene en procesos de dxido-

reduccion ademas de formar parte de enzimas (Barreira, 2008).

Zinc: La concentracion de zinc en la hoja de café es de 11.04 mg kg™, valor que se
encuentra dentro del rango normal de 20-100 mg kg, el zinc actda en distintos sistemas
enzimaticos, puede reducir la transferencia de cobre desde las raices hasta los érganos aéreos
de la planta, la deficiencia de zinc puede ocasionar retraso de crecimiento, clorosis, manchas

marrones en hojas superiores y hojas distorsionadas (Barreira, 2008).
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Boro: La concentracion de boro en la hoja de café es de 35.02 mg kg1, valor que se
encuentra dentro del rango normal de 20-100 mg kg1, el boro juega un papel de vital
importancia para el correcto crecimiento de las plantas ya que promueve la correcta division
de las células, elongacidon de las células, fuerza de la pared celular, polinizacion, floracion,
produccion de semillas y translocacion de azicar ademas de esto el boro es de importancia en

el sistema hormonal de las plantas (Vera, 2001).

2.2.3 Maceracion

Es el tratamiento de drogas vegetales con liquidos ya sea agua destilada o etanol con
el fin de provocar una separacion de los compuestos solubles de los insolubles, la manera mas
sencilla de realizar este método es humedecer las drogas desmenuzadas con la suficiente
cantidad de liquido, agitar fuertemente y dejar reposar durante un lapso de 14 dias en un
recipiente estéril y protegido de la luz solar. Los dos principales tipos de maceracién son las
que utilizan agua o alcohol respectivamente, los disolventes tienen como funcién extraer la
molécula de interés e incorporarla es su espacio intermolecular para esto el disolvente debe
cumplir las caracteristicas adecuadas para su uso en laboratorio, el disolvente debe romper los
puentes de hidrdgeno y no reaccionar con la molécula de interés (Dobislaw, 2004):

Extracto acuoso: En el caso de utilizar agua esta debe ser agua destilada, esto
garantizara que durante la maceracion los componentes que se extraigan sean los requeridos
sin la posibilidad de otros compuestos o impurezas que llegarian a afectar al extracto final,
son menos concentrados que los extractos hidro-alcohdlicos, con la ventaja de no presentar
sedimento y su color y aroma son mas suaves, por sus caracteristicas organolépticas, son

utilizados principalmente para cosméticos y productos alimenticios (Leitao, 2011).

Al utilizar agua como disolvente para el proceso de maceracion se debe tener en

cuenta (Nufiez, 2008):

o Semejanza de funciones quimicas: La molécula del soluto serd mas
0 menos soluble en agua dependiendo del grado de similitud con la molécula del

disolvente.
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. Semejanzas de polaridades: El agua es muy polar por lo tanto el
soluto que se pretende extraer también debera ser de naturaleza polar, es decir
tendran polaridades semejantes.

. Tamarfio de soluto: Una molécula es mas soluble mientras mas
pequefia sea.

Ejemplo: Agua — Acido Clorogénico (Ver figura 1)

H HO CO,H
3 0]
0o
W /
/ HO I
H OH
) OH
Acido Clorogénico
Agua OH

Figura 1. Comparacion entre molécula de Agua y Acido Clorogénico.

Semejanza de funciones quimicas: Menor semejanza

Semejanzas de polaridades: Compuestos polares

Tamafio de soluto: Estructura significativamente mayor

Extracto alcohdlico: En el caso de utilizar etanol la concentracion debe ser de entre

40 hasta 60% ya que una concentracién demasiado alta produce que se disuelvan sustancias

que no son requeridas y posteriormente seria complicado de retirar, mientras que una

concentracion demasiado baja puede llegar a producir enturbiamiento en el extracto final, este

tipo de extractos son més concentrados que los extractos acuosos (Dobislaw, 2004).

El etanol es considerado por excelencia como un solvente de uso en laboratorio

tomando en consideracion que al momento de adquisicion se debe constatar el porcentaje de

concentracion, presencia de agua y realizar una prueba para verificar la presencia de aceite de

fasel, el etanol es principalmente utilizado como disolvente de los colorantes entre otros
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compuestos, esto se debe a sus caracteristicas estructurales y de polaridad como ya se
menciond en el caso de emplear agua como disolvente las mismas tres caracteristicas se deben

tomar en cuenta en el caso del etanol (Nufiez, 2008).

Al utilizar etanol como disolvente para el proceso de maceracién se debe tener en

cuenta (Nufez, 2008):

. Semejanza de funciones quimicas: La molécula del soluto serd mas
0 menos soluble enagua dependiendo del grado de similitud con la molécula del
disolvente.

. Semejanzas de polaridades: El etanol es menos polar que el agua
sin embargo la semejanza de polaridad con la molécula de interés es el factor
clave.

o Tamafio de soluto: Una molécula es més soluble mientras mas
pequefia sea.

Ejemplo: Etanol — Acido Clorogénico (Ver figura 2)

" "
I 1 HO CO,H
pjem C == C jwm 0O H ’ e
| 1 .
W HO™ ™Y 7
OH
i OH
Acido Clorogénico
Etanol OH

Figura 2. Comparacion entre molécula de Etanol y Acido Clorogénico.

Semejanza de funciones quimicas: Mayor semejanza

Semejanzas de polaridades: Compuestos polares

Tamafio de soluto: Estructura mas grande
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2.2.4 Meétodo DPPH

Existen varias técnicas para la deteccion de la actividad antioxidante, la técnica de
Brand-Williams et al, (1995), utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por
las siglas DPPH. Este radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes
a través de un proceso caracterizado por la cesién de un &tomo de hidrégeno proporcionado
por el agente antioxidante. (Brand-Williams, 1995)

El proceso ocurre mediante una reaccion del tipo pseudo primer orden el cual puede
evaluarse mediante la medicién de la disminucion de la absorbancia en funcién del tiempo
(Brand-Williams, 1995).

Primera fase muy rapida, segunda una reaccion lenta debido a un proceso de
dimerizacion entre los productos de la reaccion o debido a reacciones de los productos de
ésta. (Brand-Williams, 1995).

Reaccion entre el DPPH y un antioxidante (ver ecuacion 2) (Mufioz Juarez, 2009).

[DPPH*] + [AOH] —» [DPPH-H] + [AO*]
Ecuacion 2: Reaccion DPPH

La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion el cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una

determinada concentracion (ver ecuacion 3) (Mufioz Juarez, 2009).

. . 4 A - Al
%Inhibicion = * 100
Ecuacion 3
Donde:

A= Absorbancia del blanco

Al= Absorbancia de la muestra

2.3 DEFINICIONES DE TERMINOS BASICOS

Antioxidante: Es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. Los antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre
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e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos. El radical libre del
antioxidante no es tan reactivo para continuar las reacciones de propagacion. Existe una
considerable cantidad de estudios cientificos a nivel quimico, de cultivos celulares y en
animales que indican que los antioxidantes pueden ralentizar o posiblemente prevenir el
desarrollo de algunas enfermedades, como el cancer o las enfermedades cardiovasculares, y

otras degenerativas, como el alzhéimer o el propio envejecimiento (Campo, 2017).

Cafeina: Compuesto quimico que forma parte del fruto de la planta de café, bayas de
guarana, nuez de cola, chocolate siendo estas las principales fuentes, en un enfoque global se
sabe que la cafeina es componente quimico de alrededor de 60 plantas las cuales le dan uso
como un pesticida natural, quimicamente la cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas,
este grupo son de bases purinicas que incluyen sustancias enddgenas como la guanina y

adenina (Guarnizo Franco, 2009).

Clorofila: Es el pigmento verde de las plantas el cual es de vital importancia para el
proceso de fotosintesis, la clorofila es una mezcla de compuestos muy relacionados entre si
la estructura es la siguiente: un complejo de magnesio de una dihidroporfirina, una cadena de
acido propionico modificada en forma de B-cetoester ciclico, una cadena de acido propionico
esterificada con un alcohol diterpénico vy fitol el cual le confiere la caracteristica de ser

liposoluble (VALLESPI, 2013).

Acidos clorogénicos: Forman parte importante dentro de los acidos fendlicos
simples, comprenden varios esteres del acido quinico (Hernandez, 2010). Poseen poder
antioxidante y funcion colerética, expectorante, estimulante de motilidad gastrica,

peristaltismo intestinal y lipolitico en aplicacion tépica (Fonnegra, 2007).

Fenoles totales: Compuestos organicos aromaticos que contienen el grupo hidroxilo
como su grupo funcional. Estdn presentes en las aguas naturales, como resultado de la
contaminacién ambiental y de procesos naturales de descomposicidn de la materia organica.

La débil acidez del grupo fendlico ha determinado que se los agrupe quimicamente junto a
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los acidos carboxilicos y a los taninos, conformando asi el grupo de los acidos orgéanicos

(VALLESPI, 2013).

Metabolito Secundario: Conjunto de reacciones quimicas que realizan las células
de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o para
degradar las complejas y obtener las simples. Las plantas, organismos autétrofos, ademas del
metabolismo primario presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario
que les permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa (Ruiz, Reyes

y Suarez, 2015).

Azlcar reductor: Son azUcares que poseen su grupo carbonilo intacto con un grupo
aldehido o cetona libre de tal manera que pueden actuar como un agente reductor donando

electrones a otra molécula (Monge-N4jera, 2002).

Glucosa: Es un monosacarido altamente soluble en agua muy poco soluble en
alcohol, es el principal tipo de azlcar y fuente de energia de los seres vivos como plantas u

animales, el poder energético de la glucosa es de 4 kcal/g (Taiz, 2006).

Fructosa: Es el azlcar presente en mayor concentracion en frutas y miel, es un

monosacarido cuyo poder energético es similar al de la glucosa 4 kcal/g (Taiz, 2006).

Hierro: Elemento quimico de simbolo “Fe” y masa atomica 55.847 u, el nimero
atémico del hierro es 26 y se encuentra en el grupo 8 y periodo 4 de la tabla periéddica de

elementos (Burns, 2004).

Cobre: Elemento quimico de simbolo “Cu” y masa atémica 63.546 u, el nimero
atémico del cobre es 29 y se encuentra en el grupo 11 y periodo 4 de la tabla periddica de

elementos (Burns, 2004).

Zinc: Elemento quimico de simbolo “Zn” y masa atdmica 65.38 u, el nimero atomico
del zinc es 30 y se encuentra en el grupo 12 y periodo 4 de la tabla periédica de elementos

(Burns, 2004).
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Boro: Elemento quimico de simbolo “B” y masa atémica 10.8 u, el numero atomico
del boro es 5 y se encuentra en el grupo 13 y periodo 2 de la tabla periodica de elementos

(Burns, 2004).

Actividad antioxidante: Capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, un antioxidante actla, principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar con

radicales libres (Ruiz, et al, 2015).
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

3.1 Enfoque de investigacion

El presente trabajo de titulacion es de un enfoque cuantitativo ya que utiliza recoleccion de
datos para probar hip6tesis con bases numéricas y andlisis estadistico de resultados, este enfoque

sera utilizado en esta investigacion a razon del trabajo con mediciones numéricas que se realizara.

3.2Nivel de investigacion

El nivel de investigacion es explicativo puesto que se trabajara con dos extractos
diferentes, empleando un mismo método de analisis. La investigacion explicativa se encarga de

buscar el porqué de los hechos mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto.

3.3Disefio de investigacion

Se trabajara con un disefio de investigacién mixto el cual consta de:

Disefio documental: Se realizara una investigacion para poseer una base teorica para el
desarrollo de la investigacion.

Disefio preexperimental: La investigacion consiste en someter un grupo que se repite dos
veces de hojas de Coffea arabica a un tratamiento diferente de extraccion y posterior analisis bajo

un determinado protocolo, para observar el resultado que produce.

3.4Poblacién y muestra

Poblacion: Poblacion finita de café arabigo -Coffea arabica- en un terreno de 500 m? en el

cantén Puyango en la Provincia de Loja.

Muestra: Se tomard 30 muestras podando el 25% del &rea foliar de plantas de café

seleccionadas.

3.5Variables

Variable independiente: Proceso de extraccion con solventes alcohdlico y acuoso
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respectivamente.

Variable dependiente: Capacidad antioxidante.

Variable interviniente: Presencia de impurezas, concentracion del extracto,

exposicion a luz solar.

3.6 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas a utilizar son:

Disefio documental:

e Analisis documental.

e Andlisis de contenidos

Disefio preexperimental:

e Observacién desarrollada en laboratorio contralando la variable de

extraccion

Los instrumentos utilizados en la investigacion son:

e Bases de datos.

Fotografias.

Fichas.

Bitacora.

Observacién de laboratorio.

3.7Técnicas de procesamiento y andlisis de datos
Anélisis de resultados de pruebas de laboratorio mediante:
o Método estadistico: Andlisis de dos muestras
o Tablas comparativas.

e Gréficas de barras.
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Los datos obtenidos se analizaran mediante el modelo estadistico de Analisis de dos

Muestras

3.8Procesos

Etapa 1: Recoleccion de muestras.
En esta etapa se realizara la recoleccién de la cantidad especificada de la planta café arabigo

en la locacion especifica.

llustracion 3. Ejemplar de planta de café para toma de muestra.
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Descripcién de técnica y método empleadas.

Recoleccion de la muestra vegetal.

Se tomara 30 muestras podando el 25% del area foliar de plantas de café seleccionadas.

Tratamiento

Se realiza un lavado del material vegetal con agua destilada, se clasifica de hojas segun su
estado descartando las que presenten caracteristicas desfavorables.

El material vegetal se deja secar a exposicion solar y temperatura ambiente durante un dia.

El material vegetal se coloca en la estufa durante tres dias a 36° C.

llustracion 5. Muestra molida.
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Etapa 2: Elaboracion de extractos alcoholico y acuoso.

Obtencion del extracto alcoholico

El extracto alcohdlico se prepara utilizando 30 g de las hojas de materia prima, esta cantidad
se macera durante catorce dias con 900 mL de etanol 96° rectificado extraneutro, la relacion entre
muestra y el etanol es de 9:0.3. Transcurrido los catorce dias se coloca la maceracion en reposo sin

exposicion a luz y a temperatura ambiente.

lustracion 6. Muestra pesada.
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llustracion 7. Extractos en maceracion.

El extracto se filtra utilizando la bomba de vacio y papel filtro, de tal forma que se obtiene

un extracto sin particulas suspendidas.

llustracion 8. Filtracién de extracto alcohdlico.
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El extracto alcoholico, se coloca en el rotavapor a 75°C para eliminar el etanol y obtener un
extracto concentrado la reduccion del volumen fue de 500 mL dejando un volumen residual final de

400 mL.

Obtencion del extracto acuoso

El extracto acuoso se prepara utilizando 30 g de las hojas de materia prima, esta cantidad se
macera durante catorce dias con 500 mL de agua destilada, la relacion entre muestra y el agua
destilada es de 5:0.3. Transcurrido los catorce dias se coloca la maceracion en reposo sin exposicion

a luz y a temperatura ambiente.

El extracto se filtra utilizando la bomba de vacio y papel filtro, de tal forma que se obtiene

un extracto sin particulas suspendidas.

llustracion 9. Filtracién de extracto acuoso.
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Etapa 3: Medicion de la capacidad antioxidante.

Se prepara una solucién 0,5 mM de DPPH con etanol de 96° rectificado extraneutro, para
esto se pesa 49 mg de DPPH vy se afora con 250 mL de etanol de 96° rectificado extraneutro, la

solucidn se coloca en frasco ambar cubierto de papel aluminio y se mantiene en refrigeracion.

lustracion 10. Reactivo DPPH pesad.

Curva de Calibracion

La curva se calibracion se realiza utilizando &cido ascorbico puro, realizando una dilucion
en la que se pesa 25 mg de acido ascérbico puro y se afora en un balén de 25 mL con etanol de 96°

rectificado extraneutro.
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llustracion 11. Acido ascorbico pesado.

Preparacion de muestras

Se realiza una dilucion 1:10 para esto se extrae 1 mL de cada extracto y se afora en un bal6n

de 10 mL con etanol de 96° rectificado extraneutro.

llustracién 12. Extracto diluido.
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Medicidn de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH.
El equipo que se utiliza para el analisis de la actividad antioxidante es el espectrofotometro
UV-VIS, la longitud de onda empleada es de 517 nm, el equipo se encera con etanol antes de la

lectura de las muestras.

lustracion 13. Espectrofotometro.

Preparacion de fracciones

Tabla 3. Fracciones estandar para analisis.

Frascos Muestras uL Concentracion | DPPH mL Etanol 96°
(ug/mL)

Blanco - - 2.9 100
1 1 0,333 2.9 99
2 5 1.667 2.9 95
3 10 3.333 2.9 90
4 20 6.667 2.9 80
5 50 16.667 2.9 50
6 80 26.667 2.9 20
7 100 33.333 2.9 0

Fuente: Autor

Preparadas las fracciones se colocan en frascos &mbar, se cubren con papel aluminio y se
mantienen a temperatura ambiente, de manera simultanea deben agitarse a 200 rpm durante una

hora.
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llustracion 14. Fracciones almacenadas en frascos ambar.

La absorbancia se mide en orden ascendente partiendo desde el blanco, la lectura se realiza

a una longitud de onda de 517 nm.

E‘_ -

llustracién 15. Lectura de actividad antioxidante.
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lustracion 16. Celdas post lectura.

La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion el cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada

concentracién (ver ecuacién 3) (Mufioz Juarez, 2009).

A— Al

%Inhibicion = * 100

Ecuacion 3

Donde:

A= Absorbancia del blanco

Al= Absorbancia de la muestra
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Recoleccién de muestra vegetal

4.1.1 Obtencion del extracto alcohdlico total

De las 30 muestras de podando del 25% del area foliar de plantas de café seleccionadas se

obtuvo 100 g de materia vegetal seca y molida de la cual 30 g se utilizaron para obtener por método

de maceracion 400 mL de extracto alcohdlico purificado y filtrado.

4.1.2 Obtencion del extracto acuoso total

De las 30 muestras de podando del 25% del area foliar de plantas de café seleccionadas se

obtuvo 100 g de materia vegetal seca y molida de la cual 30 g se utilizaron para obtener por método

de maceracion 400 mL de extracto acuoso purificado y filtrado.

4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante se realiz6 de cada extracto respectivamente

por triplicado para asi obtener una mayor cantidad de resultados con la cual se pueda establecer

gue solvente es el apropiado para realizar extractos de hoja de Coffea arabica.

4.3.1 Determinacidn de la capacidad antioxidante del extracto acuoso

Tabla 4. Resultados de analisis extracto acuoso.

uL de extracto (CO?CGE)tracién Absorbancia 517 nm Promedio | Inhibicién (%)
ug/m

BLANCO 2.4874 2.513 2.5022 2.5009

1 0.333 2.4763 2.4268 2.451 2.4514 1.9793

5 1.667 2.4688 2.419 2.4438 2.4439 2.2792

10 3.333 2.454 2.3975 24117 24211 3.1909

20 6.667 2.4347 2.3772 2.4055 2.4058 3.8013

50 16.667 2.3156 2.2964 2.3615 2.3245 7.0522

80 26.667 2.159 2.1476 2.1532 2.1533 13.8992

100 33.333 2.125 2.105 2.1601 2.1300 14.8282
1Cs0 117.56

Fuente: Autor
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En la tabla 4, se observa que la capacidad antioxidante del extracto acuoso de las hojas de
Coffea arabica en el punto de concentracién maxima 33.333 ug/mL es de un porcentaje de inhibicidn
de 14.8282%. El extracto acuoso de las hojas de Coffea arabica tiene un ICsp de 117.56, esto indica

una capacidad antioxidante baja, la cual debe ser comparada con el analisis del extracto alcohdlico.

Capacidad antioxidante del extracto
acuoso de COFFEA ARABICA

18
16
E 14 o ..o L
e I e R e I
Zw0 e
c & o
@ 6 e
T 4 el y =0,4126x + 1,4924
i , ‘.._,.o R2=0,9761
0
0 5 10 15 20 25 30 35
CONCENTRACION ug/mL
4.3.2 Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto alcoholico
Tabla 5. Resultados de analisis extracto alcohoélico.
uL de Concentracién Absorbancia 517 nm Promedio Inhibicion
extracto (ug/mL) (%)
BLANCO 3.8917 3.8211 3.8015 3.8381
1 0.333 3.4488 3.4686 3.46 3.4591 9.8738
5 1.667 3.4266 3.3979 3.4486 3.4244 10.7796
10 3.333 3.3882 3.3289 3.4231 3.3801 11.9339
20 6.667 3.3172 3.1173 3.3548 3.2631 14.9814
50 16.667 3.2523 2.96257 3.3195 3.1781 17.1954
80 26.667 3.1256 2.80784 3.2224 3.0519 20.4829
100 33.333 3.069 2.65311 3.1369 2.9530 23.0608
1Cs0 104.21

Fuente: Autor

En la tabla 5, se observa que la capacidad antioxidante del extracto alcohdlico de las hojas
de Coffea arabica en el punto de concentracién maxima 33.333 ug/mL es de un porcentaje de

inhibicion de 23.0608%. El extracto alcohdlico de las hojas de Coffea arabica tiene un ICso de
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104.21, esto significa que en comparacion con el extracto acuoso posee una mayor actividad

antioxidante.

Capacidad antioxidante del extracto alcohélico
de COFFEA ARABICA

25
---------- '
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215 | e PR
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X 5
0
0 5 10 15 20 25 20 y

CONCENTRACION ug/mL

4.4 Comparacion de la actividad antioxidante de los extractos alcoho6lico y acuoso de
las hojas de Coffea arabica
En este apartado se detallaran los resultados obtenidos del andlisis de los extractos

alcohdlico y acuoso para su comparacion.

4.4.1 Comparacion de la actividad antioxidante de los extractos alcohélico y acuoso de
las hojas de Coffea arabica

Andlisis de dos muestras

4.4.1 Comparacion entre porcentajes y valores de 1Cso

Tabla 6. Comparacion entre porcentajes de inhibicion.

Extracto Acuoso | Extracto Alcohdlico
1,9793 9,8738
2,2792 10,7796
3,1909 11,9339
3,8013 14,9814
7,0522 17,1954
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13,8992 20,4829

14,8282 23,0608

Fuente: Autor

Tabla 7.Comparacion entre valores de 1Cso.

1Cso Extracto 1Cso Extracto
Acuoso Alcohdlico
117.56 104.21

Fuente: Autor

Comparacion de actividad antioxidante
25
20
15

% INHIBICION DPPH

1 2 3 4 5 6 7

CONCENTRACION ug/mL

e Extracto Alcoholico Extracto Acuoso

Como se demuestra en la tabla 6, los porcentajes de inhibicién en el punto mas alto de
concentracién de la muestra -3.333 ug/mL- poseen una diferencia de 8.2326, la significancia de esta

diferencia se determina mediante el calculo del valor ICsp.

En latabla 7, evidencia una diferencia entre los valores de ICso de los extractos alcohélico y
acuoso de 13.35, lo cual indica una valor a favor hacia el extracto acuoso sin embargo dicha
diferencia no es lo suficientemente amplia como para asegurar que dicho extracto posee una
actividad antioxidante superior, por tanto se puede afirmar que la diferencia entre la actividad
antioxidante de los extractos alcohodlico y acuoso de la hoja de Coffea arabica no representa una

diferencia significativa.
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Tabla 8. Tendencia de los porcentajes de inhibicion de los extractos Alcohélico y Acuoso.

Extracto Acuoso Extracto Alcoholico
20 20
T I
2 &
s o. ® a 15 °.®
p z
0 10 © 10 ..
O o
. [ @ o e
= o T 5
Z o s »®®
® 0 X 0
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
CONCENTRACION ug/mL CONCENTRACION ug/mL

Fuente: Autor

En la tabla 8 se puede evidenciar que en el caso de ambos extractos los porcentajes de

inhibicion siguen una linealidad en ascenso.

Tabla 9. Validacion de hipotesis.

Hipotesis nula Valor de significancia de 0.05
El extracto alcohédlico de las hojas de café | P valor 0.0020

ardbigo -Coffea arabica- posee mayor
actividad antioxidante debido al tipo de

solvente empleado.

Hipotesis alternativa Valor de significancia de 0.05
La diferencia entre la capacidad antioxidante P valor 0.0020

de los extractos alcohdlico y acuoso no
representa un margen de diferencia

significativo.

Hipdtesis aceptada

La diferencia entre la capacidad antioxidante
de los extractos alcohdlico y acuoso no
representa un margen de diferencia

significativo.

Fuente: Autor
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En la tabla 9 se evidencia que en base a las diferencias planteadas anteriormente el analisis
estadistico determina que con un p valor de 0.0020 el cual es menor en relacion al valor de
significancia de 0.05, por este motivo se rechaza la hipétesis nula 'y se acepta la hipétesis alternativa.

La diferencia entre la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso no

representa una diferencia significativa.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Mediante el andlisis y comparacion de la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico

y acuoso de la hoja de café arabigo -Coffea arabica- se puede concluir lo siguiente.

Por el método DPPH se determind que el extracto que presenta una mayor capacidad
antioxidante es el alcoholico con un valor ICso de 104,21 y un porcentaje de inhibicion de 23.07 en
el punto mas alto de concentracion, esto frente a un valor de ICso de 117,56 y 14.82 como porcentaje

de inhibicion obtenidos por el extracto acuoso.

La diferencia entre la capacidad antioxidante de ambos extractos mediante el método
estadistico -analisis de dos muestras- se determiné un P valor de 0.002 el cual es menor que el valor
de significancia de 0.05, por esta razén se acepta la hipdtesis alternativa lo cual indica que la
diferencia entre la capacidad antioxidante de los extractos alcohélico y acuoso no representa un
margen de diferencia significativo.

Por medio del presente trabajo de investigacion se pudo concluir que existe una diferencia
entre la capacidad antioxidante del extracto alcohélico respecto del acuoso, sin embargo, mediante
el andlisis estadistico se determind que dicha diferencia no representa un margen significativo por
tanto el uso de alcohol o agua como solvente para la extraccion de metabolitos de la hoja de café

ardbigo -Coffea arabica- dependera del uso final sin que afecte la capacidad antioxidante.
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5.2 RECOMENDACIONES
Durante la elaboracion de los extractos por maceracion se debe tener especial atencion en
evitar la contaminacién cruzada, esto con el fin de evitar que los extractos sean inutilizables debido

a sustancias extrafias ya gque esto evitaria que los analisis puedan llevarse a cabo.

La precision en cantidades de compuestos y extracto debe tener la mayor exactitud posible
ya que de lo contrario los analisis y comparaciones adquieren mayor complejidad por célculos y

conversiones que requeririan.

Las normas de bioseguridad que normalmente se utilizan al trabajar en un laboratorio toman
mas importancia y complejidad debido a la situacion actual de la pandemia, la Universidad
Politécnica Salesiana da las pautas de bioseguridad que a nivel de laboratorio sirven para garantizar
la seguridad mientras se labora en las instalaciones de los laboratorios y conllevan a directamente a

garantizar resultados viables.

Por el método DPPH se debe tener especial cuidado con la exposicién a luz directa, por
tanto, es factible trabajar con este método en horas de baja exposicion y ademas modificar el entorno
a fin de disminuir la entrada de luz, los reactivos deben ser protegidos con papel aluminio y
almacenados en entornos con la menor luz posible, la solucién con DPPH diluido debe ser utilizada

a brevedad y siempre estar cubierta.

Se recomienda evaluar la capacidad antioxidante de las hojas de café arabigo -Coffea
arabica- mediante otros métodos como ABTS, ademas de esto realizar una colecta de muestra en

estadios pre y post cosecha del grano de café.
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ANEXOS

Lista de abreviaturas

Abreviatura Significado

C Carbono

AA Actividad antioxidante

% Porcentaje

N Nitrogeno

@) Oxigeno

ug Microgramo

DPPH 2,2-difenil-1-picril
hidrazilo

g Gramo

uL Microlitro

mL Mililitro

mg Miligramo
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Ejemplar para recoleccion de muestra
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Muestra seleccionada y desecada

Muestra pesada y separada
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Pesado de muestra
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Preparacion de extracto alcoholico para filtrado
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Preparacion de equipo para filtrado

Filtracién de extracto
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Proceso de filtrado al vacio
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Extracto alcoholico filtrado
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Extracto acuoso filtrado

Extractos filtrados
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Extracto diluido para analisis

Reactivo DPPH
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Reactivo DPPH diluido
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Almacenamiento de dilucion DPPH
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Espectrofotémetro

7||\nul al

Fracciones de analisis
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Andlisis de extractos
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Software de analisis
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