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Resumen

En esta investigacion, se determina la capacidad antioxidante de los extractos etandlico y
acuoso de la pulpa del fruto de pitahaya (Cereus sp.), producida en la provincia de Morona
Santiago, mediante técnicas de laboratorio, para posible uso en la industria alimentaria. La razon
de este proyecto, se debe a que en la actualidad la industria alimentaria utiliza antioxidantes de
origen sintético para la elaboracion de sus productos, pero estos poseen efectos toxicos
demostrados por investigaciones toxicoldgicas. Asi el uso de antioxidantes de origen natural surge
como una alternativa méas viable. Para la extraccion de los principios activos de la pulpa de
pitahaya se prepara un extracto acuoso y un extracto etanolico al 96%, en relacion 3:1 a la muestra.
Luego se lleva a cabo un tamizaje fitoquimico para determinar de manera cualitativa la presencia
de grupos bioactivos. Por ultimo, se mide la actividad antioxidante de los extractos por medio del
método DPPH. Como resultado se obtiene un valor de IC50 de 128,2881 pg/mL para el extracto
etanolico y un valor de IC50 de 611,0229 pg/mL para el extracto acuoso. Ademas, se compara la
actividad antioxidante de los extractos con una solucion patron de acido ascorbico puro y un
compuesto sintético (tableta de vitamina C). De este modo se llega a la conclusion que el extracto
etanolico de la pulpa de pitahaya muestra mayor actividad antioxidante que el extracto acuoso,
pero dicha fruta no representaria un interés en la industria alimentaria como sustituto de

antioxidantes de origen sintético por la baja actividad antioxidante que presenta.

Palabras clave: actividad antioxidante, DPPH, Cereus sp., IC50
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Abstract

In this research, the antioxidant capacity of ethanolic and aqueous extracts of pitahaya fruit pulp
(Cereus sp.), produced in the province of Morona Santiago, is determined by laboratory techniques
for possible use in the food industry. The reason for this project is due to the fact that the food
industry currently uses antioxidants of synthetic origin for the elaboration of its products, but these
have toxic effects demonstrated by toxicological research. Thus, the use of antioxidants of natural
origin emerges as a more viable alternative. For the extraction of the active principles of pitahaya
pulp, an aqueous extract and a 96% ethanolic extract are prepared in a 3:1 ratio to the sample.
Then, a phytochemical screening is carried out to qualitatively determine the presence of bioactive
groups. Finally, the antioxidant activity of the extracts is measured by the DPPH method. As a
result, we obtained an 1C50 value of 128.2881 ug/mL for the ethanolic extract and an 1C50 value
of 611.0229 ug/mL for the aqueous extract. In addition, the antioxidant activity of the extracts is
compared with a standard solution of pure ascorbic acid and a synthetic compound (vitamin C
tablet). Thus, it is concluded that the ethanolic extract of pitahaya pulp shows higher antioxidant
activity than the aqueous extract, but this fruit would not represent an interest in the food industry

as a substitute for antioxidants of synthetic origin due to its low antioxidant activity.

Keywords: antioxidant activity, DPPH, Cereus sp., IC50

XVi



Capitulo 1

Antecedentes

1.1 Introduccion

En América Latina existe una gran variedad de recursos endémicos, teniendo mayor
importancia en el Gltimo siglo por los beneficios que se pueden obtener de dichos recursos, asi
mejorando la calidad de vida de quienes lo empleen. Entre los cuales podemos mencionar las
siguientes utilidades: nutricionales, terapéuticos y maderables (Huachi et al., 2015). Entre los
recursos alimenticios se encuentra una gran variedad de frutas, de las cuales son pocas las que
aprovechamos o incluimos en nuestra dieta diaria. En los ultimos afios ha ganado espacio a nivel
mundial la pitahaya, no solo por su sabor y aspecto exotico, si no por su composicion nutricional

y actividad laxante (Fuentes, 2012).

El origen de la pitahaya es desconocido ya que se encuentra distribuida en diferentes
lugares, principalmente en naciones como Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala y México.
De acuerdo al pais de origen toma diversos nombres tales como: flor de céliz, reina de la noche
(Fuentes, 2012), pitaya, pithalla, pitajalla, provenientes de la lengua Antillana que quiere decir
“fruta escamosa” (Gonzélez, 2006). En el Ecuador se registrd la especie Cereus sp. (Cactaceae)
por el Banco Central del Ecuador originario del Cantén Palora en la Provincia de Morona Santiago,
ademas se han introducidos diversas especies de pitahaya provenientes de Colombia (Huachi et
al., 2015). Dicha fruta presenta beneficios tanto econémicos como nutricionales, para la poblacion
que lo produce y consume, pudiéndose aplicar diferentes procesos industriales para elaborar
diversos productos con esta fruta, convirtiéndose en una fuente potencial de ingresos para el pais

(Anchundia Sedamanos et al., 2019).



Mediante estudios llevados a cabo en distintos paises, se han conseguido identificar ciertas
propiedades que presenta la pitahaya para el cuerpo humano. Al ser una fruta completa por sus
atributos nutricionales y composicion quimica, sobresalen principalmente su accion
antiinflamatoria y actividad antioxidante. Esto se debe gracias a la presencia de compuestos y
antioxidantes naturales como: antocianinas, betacianinas, betaxantina, carotenoides, fenoles,

flavonoides y distintas vitaminas (Esquivel y Araya, 2012; Jamilan et al., 2011).

Los antioxidantes naturales provenientes de frutas y verduras confieren proteccion contra
los niveles altos de radicales libres que se generan dentro del cuerpo humano, evitando asi el dafio
celular. (Flores Vazquez y Garcia-Vieyra, 2016). Los radicales libres son &tomos o conjuntos de
ellos gue tienen uno 0 mas electrones no apareados, confiriéndoles inestabilidad y reactividad. El
aumento de radicales libres en el organismo, provoca un fendmeno llamado estrés oxidativo,
proceso relacionado intimamente con muchas de las enfermedades que existen hoy en dia (Cuéllar

y Anzola, 2012).

Nuestra alimentacion estd muy relacionada con las enfermedades crénicas que padecen una
parte de la poblacién, siendo este un problema de la actualidad. EI aumentado significativo de estas
patologias ha propiciado a estudiar la relaciéon que existe entre la alimentacién y la salud humana.
Estudios epidemioldgicos han expuesto que el alto consumo de frutas y verduras, producen una
accion protectora contra los radicales libres, gracias a los nutrientes y compuestos quimicos

producidos por las plantas que poseen actividad antioxidante (Araya et al., 2006).

Por ello, esta investigacion esta enfocada en determinar la capacidad antioxidante de la
pulpa del fruto de pitahaya (Cereus sp.), producida en la provincia de Morona Santiago-Ecuador

con la finalidad de generar informacion sobre esta fruta de gran importancia para la salud.



1.2 Problema de Investigacion

Los efectos dafiinos que producen los radicales libres en nuestro cuerpo, pueden ser
combatidos gracias a las moléculas que poseen actividad antioxidante, dichas moléculas tienen la
capacidad de prever o frenar la oxidacién que ocurre en las células de nuestro organismo,
contribuyendo a prevenir probables patologias que perjudiquen nuestra salud en un futuro

(Huamani Mora y Paucar Capia, 2018).

En la actualidad la industria alimentaria emplea en mayor proporcién antioxidantes
sintéticos como parte de ingredientes en la elaboracion de sus productos debido a su disponibilidad,
eficacia, alto grado de estabilidad y ventaja econdmica. Pero investigaciones toxicoldgicas han
expuestos los efectos toxicos que muestran los antioxidantes sintéticos, siendo el cancer algunas

de las alteraciones fisioldgicas (Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada, 2017).

La alta variedad de plantas que existen en los diferentes ecosistemas representa la
oportunidad de obtener una gran variedad de sustancias fitoquimicas como: fenoles, antocianinas,
vitaminas y entre otros compuestos que muestran actividad antioxidante. Los antioxidantes
naturales procedentes de especies vegetales han sido empleados en distintas areas de la industria
farmacéutica y alimentaria, como conservantes de alimentos procesados y en medicina. Entre ellos
podemos mencionar la quercetina, a-tocoferol y B-caroteno que presentan actividad antioxidante
similar al 2-terbutil-hidroxitolueno y 2-terbutil-hidroxianisol que son compuestos de origen
sintético de mayor uso; sin embargo, estos antioxidantes sintéticos muestran el inconveniente de

ser dafiinos para la salud humana (Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada, 2017).

En cuanto algunas de las propiedades medicinales atribuidas a la pitahaya podemos
mencionar que van desde calmar problemas estomacales; mejorando el funcionamiento del tracto

digestivo hasta atenuar dificultades endocrinogenas (Huachi et al., 2015).
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La cualidad mas notable de la fruta de la pitahaya es su actividad antioxidante gracias a la
cascara, pulpa y semillas, por la presencia de compuestos fitoquimicos y acidos grasos naturales

(Chemah et al., 2010).

1.3 Pregunta de Investigacion
¢ Tienen actividad metabolica los extractos -etanolico y acuoso- de la pulpa del fruto de

pitahaya (Cereus sp.)?

1.4 Justificacion

Para la obtencion de energia dentro de la célula se debe llevar a cabo procesos bioquimicos,
la oxidacion es un proceso fundamental para la vida. La oxidacion es un fendbmeno que consiste
en la perdida de electrones, cesion de hidrogeno o captacion de oxigeno. Pero este oxigeno puede
producir una incontrolada formacion de radicales libres de oxigeno, modificando macromoléculas

y procesos celulares (Elejalde Guerra, 2001).

Los antioxidantes juegan un papel importante atenuando los radicales libres, existe dos
tipos de antioxidantes; los enddgenos y los exdgenos. El cuerpo humano produce antioxidantes
enddgenos como forma de defensa natural, las cuales podemos mencionar la catalasa y el
superdxido dismutasa. En cambio, dentro de los antioxidantes exdgenos se encuentran la vitamina
C, vitamina E, entre otros. Por otro lado, podemos mencionar los compuestos bioguimicos
producidos por las plantas como los carotenoides, antocianinas y polifenoles, los mismos que
poseen la capacidad de donar hidrogeno y agentes reductores, ayudando en la reduccion de

especies reactivas de oxigeno (Katsube et al., 2003).



Los radicales libres tienen la capacidad de provocar un sin nimero de enfermedades como
sindromes neurodegenerativos, ciertos tipos de cancer y entre otras patologias, por ello, los
antioxidantes tienen un papel importante en la reduccién de los mismos evitando asi el llamado
estres oxidativo. Con respecto a la relacion que existe entre ciertas enfermedades y sus
tratamientos, alin quedan muchas incognitas sobre su origen de que los provoca, pese a los estudios

cientificos realizados (Venereo Gutiérrez, 2002).

Por ello, en el presente estudio se evalud la actividad antioxidante de los extractos etanélico
y acuoso de la pulpa del fruto de pitahaya basdndonos en investigaciones previas que reportan

efectos beneficiosos en la poblacion que lo consume.

Se recomienda incorporar en la dieta diaria de nifios, jovenes y adultos el fruto de pitahaya,
ya que posee cualidades medicinales y nutricionales benéficas para el organismo humano, cuenta
con fibra, fosforo, vitamina C y calcio, el ultimo mineral ayuda a fortificar huesos y dientes.
Ademas, el acido ascérbico presente en la fruta de pitahaya protege el sistema inmunoldgico,
retarda el envejecimiento prematuro e impulsa la produccion de coladgeno. De igual modo la
pitahaya cuenta con un sin nimero de aplicaciones; combate la hipertension arterial, regula el flujo
sanguineo, calma complicaciones estomacales e intestinales. Por tal motivo ha provocado
investigar la afinidad que existe entre los antioxidantes y las especies reactivas de oxigeno,

causantes del estrés oxidativo (Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada, 2017).

1.5 Limitaciones
La investigacion se va a llevar a cabo en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, durante un periodo de 6 meses, donde las

limitaciones pueden ser las siguientes: tiempo, estructura fisica, reactivos y materiales.



1.6 Objetivos

General
Determinar la capacidad antioxidante de los extractos etanolico y acuoso de la pulpa del
fruto de pitahaya (Cereus sp.), producida en la provincia de Morona Santiago, mediante técnicas

de laboratorio, para posible uso en la industria alimentaria.

Especificos

e  Cualificar los fitoconstituyentes de los extractos etanolico y acuoso de la pulpa del fruto
de pitahaya (Cereus sp.) obtenidos mediante maceracion, por medio de marchas
fitoquimicas, determinando sus metabolitos secundarios.

e Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos etandlico y acuoso de la pulpa del fruto
de pitahaya (Cereus sp.), a través del método de DPPH, determinando la capacidad de
captura de radicales libres.

e  Comparar los niveles de capacidad antioxidante de los extractos etandélico y acuoso de la
pulpa del fruto de pitahaya (Cereus sp.), frente a un compuesto sintético, mediante andlisis
estadistico estableciendo cual presenta mayor capacidad antioxidante.

e Elaborar un articulo cientifico de la capacidad antioxidante de los extractos etanolico y
acuoso de la pulpa del fruto de pitahaya (Cereus sp.), mediante la informacion generada

en el presente estudio, para su posible publicacion.

1.7 Hipdtesis
El tipo de solvente de extraccién incide en la capacidad antioxidante en los extractos de

pitahaya influyendo en su actividad antioxidante por su composicién quimica.



Capitulo 2

Marco Tedrico

2.1 Definicion de Términos Basicos
Antioxidantes: son moléculas que se encuentran contenidas en los alimentos, capaces de
prevenir o retardar los efectos dafiinos de los radicales libres en relacion con las funciones

fisioldgicas en los seres humanos (Coronado et al., 2015).

Capacidad Antioxidante: se considera capacidad antioxidante a la facultad que tiene una
sustancia en frenar la degradacion oxidativa, por consiguiente, un antioxidante tiene una alta

capacidad de reaccionar en contra de las especies reactivas de oxigeno (Londofio Londofio, 2012).

DPPH: abreviatura de radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Compuesto
quimico estable de color azul-violeta oscuro, decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con
una sustancia antioxidante. Su principal aplicacion es en ensayos que determinen la capacidad

antioxidante de un compuesto (Oporta y Pérez Bucardo, 2019).

Estrés Oxidativo: se denomina a la relacion que existe entre la accion perjudicial de un
radical libre y las células, pero en circunstancias normales hay una armonia en la produccién de
especies reactivas de oxigeno con los antioxidantes (enddgeno y exdgeno), evitando una toxicidad
mayor provocada por la oxidacion y por consiguiente un menor dafio celular. Cuando se origina
una carencia en el sistema antioxidante o incremento precipitado de radicales libres ocasiona un

desequilibrio (Quintanar y Calderén, 2009).



Metabolito Secundario: son sustancias no esenciales producidas por microorganismos y
plantas, que no son necesarios para el crecimiento o reproduccion de los organismos que los
producen. A pesar de ello no todas las especies tienen la facultad de elaborar metabolitos
secundarios, deben contener genes biosintéticos para codificar estas moléculas. Los metabolitos
secundarios poseen frecuentemente conformaciones quimicas complejas y raras en la naturaleza,

pero pueden ser sintetizados con sustancias semejantes (Fierro Fierro y Vergara Onofre, 2011).

Radicales libres: especies quimicas inestables, que se caracterizan por poseer uno 0 mas
electrones no apareados, pudiendo ocasionar la creacion de otros radicales libres en una reaccién
en cadena. Conforman parte de las especies reactivas de oxigeno (NUfiez Sellés, 2011). Tienen una
vida media de microsegundos, no obstante, pueden propagarse rapidamente con las moléculas que
se encuentran en su alrededor generando un deterioro mayor. Consiguen perturbar cerca de un

millon de moléculas a lo largo de la reaccion en cadena (Zamora, 2007).

2.2 Estado del Arte

En los resultados de Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada (2017) determinaron los
fitoconstituyentes y actividad antioxidante del extracto etanolico del mesocarpio de una variedad
de pitahaya roja, confirmando la presencia de compuestos como carbohidratos, azlcares
reductores, flavonoides, compuestos fendlicos, esteroides y alcaloides. La evaluacién de la
actividad antioxidante se expresa en IC50 cuyo resultado fue 1,331 ug/mL., demostrando que el

extracto de pitahaya presenta actividad antioxidante.

Huamani Mora y Paucar Capia (2018) determind y comparo6 la capacidad antioxidante de
los extractos del fruto liofilizado de pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus) y pitahaya roja
(Hylocereus undathus). Mediante screening fitoquimico, identificd en ambas especies la presencia

de taninos, lipidos, esteroides, carbohidratos y alcaloides. El porcentaje de inhibicion del radical
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DPPH en la pitahaya amarilla fue de 66.78% y para la pitahaya roja del 70.71%, los cuales fueron
expresados en mg TE/100 g de fruto liofilizado obteniéndose 795 mg TE /100 g de fruto liofilizado
para pitahaya amarilla y 893 mg TE/100 g de fruto liofilizado para pitahaya roja. Como resultado

la pitahaya roja presenté mayor capacidad antioxidante que la pitahaya amarilla.

Chauca Aguilar (2019) determiné el contenido de compuestos fenolicos y la capacidad
antioxidante de guayaba (Psidium guajava), arandano (Vaccinium myrtillus) y fracciones
comestibles y no comestibles de pitahaya (Selenicereus megalanthus), y aguaymanto (Physalis
peruviana). Los resultados de la actividad antioxidante de las diferentes fracciones de pitahaya se
expresan en IC50 con un intervalo de valores de 7,70 — 22,25 pumol Trolox/g muestra liofilizada,

demostrando que los extractos de pitahaya presentan poca actividad antioxidante.

En el afio de 2020, Figueroa Haro realizo la extraccion de antocianinas a partir de la cascara
de pitahaya roja (Hylocereus undatus) mediante la microencapsulacién del extracto de dicha fruta
con diferentes tipos de polimeros: maltodextrina y goma ardbiga. Ademas, evalué de actividad
antioxidante de los diferentes microencapsulado de pitahaya mediante el método DPPH, el
microencapsulado de maltodextrina presentd un porcentaje de inhibicion del radical DPPH de
58,60 % es decir 405,01 umol/L equivalentes de Trolox, mientras que, el microencapsulado de
goma arabiga presentd 72,22 % de inhibicion del radical DPPH, con un valor de 498,33 umol/L

equivalentes de Trolox.

2.3 Bases Teoricas
2.3.1. Pitahaya
Segun Jiménez (2011) la familia de la pitahaya esta integrada aproximadamente por 2000

variedades a nivel global, contando con mayor presencia en el continente americano y asiatico.



De hecho, la pitahaya es nativa de Latinoamérica cuenta con numerosas variedades en
paises como Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Honduras y México. Sin
embargo, en el continente asiatico podemos encontrar esta fruta exética en Malaysia, Tailandia,

Taiwan y Vietnam (Delgado Millan, 2010).

Investigaciones realizadas en México, impulsadas por el interés generado en el incremento
de la produccidn de pitahaya en dicho pais, han revelado la baja variabilidad entre especies, a pesar
de contar con 55 géneros y 850 especies. La existencia de esta fruta en lugares geograficamente
distintos, se debe en gran parte al ser humano, dado que es el responsable de distribuir su
germoplasma, no obstantes las aves también han ayudado a dispersar sus semillas (Mandujano et

al., 2002).

La clasificacion boténica de esta familia es muy complicada, en vista de que numerosas
especies mantienen caracteristicas morfolégicas semejantes, denominandose genéricamente
“Pitahaya” a todas estas variedades. Son cuatro los géneros que sobresalen de esta especie: Cereus
sp., Hylocereus sp., Selenicereus sp., Stenecereus sp. (Le Bellec et al., 2006). Kondo et al., (2013)
menciona que en Bolivia, Colombia, Ecuador, Per( y Venezuela se halla la variedad de pitahaya

amarilla, siendo originaria de esta region.

En nuestro pais existe muy poca informacién en referencia al origen de la pitahaya amarilla
(Cereus sp.), aunque se sabe de la existencia de esta fruta. Podemos encontrar en las provincias de
Loja, Morona Santiago y Pichincha una variante que muestra caracteristicas similares a la pitahaya

amarilla conocida como Hylocereus sp. (Rios y Borgtoft Pedersen, 1997).
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Segun Beltran Torres (2015) la fruta de pitahaya es muy apetecida a nivel global, paises
como Colombia e Israel son los principales productores de pitahaya amarilla, exportando al
mercado occidental. En tanto que Indonesia, Tailandia y Vietnam son los mayores proveedores de
pitahaya roja en el mercado oriental. En el 2014, Ecuador cerro su produccion anual de 128.13
toneladas de pitahaya exportada, teniendo una cuota gradual en mercados como China, Estados
Unidos, Hong Kong, la Unién Europea y Singapur, lo que figura 1°243.000 USD de ingresos para

el pais.

2.3.1.1. Caracteristicas Botanicas

Tabla 1

Taxonomia de la planta de Pitahaya

Reino Plantae
Clase Angiospermae
Subclase Dicotyledoneae
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Nombre Cientifico Cereus sp.
Variante Hylocereus sp.

Nota. Adaptado de "Desarrollo de la pitahaya (Cereus sp.) en Ecuador” (50-58), por L. Huachi et

al., 2015, LA GRANJA. Revista de Ciencias de la Vida, 22(2).
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Huachi et al., (2015) describen que el cultivo de pitahaya crece en ambientes subtropicales
(célidos hiimedos) con temperaturas que oscilan entre 18°C y 25°C, a una altitud entre los 800 a
1850 msnm, adaptable perfectamente a una alta intensidad luminica. Se desarrolla en suelos con
pH levemente acido de 5.5 a 6.5, asimismo estos deben estar bien drenados. La pitahaya es una
planta cactacea, perenne y trepadora alcanzando a medir una altura de hasta 2m. Se desarrolla en
forma de arbusto con cladodios que miden entre 0.50 a 1.50 m de largo y de 0.03 a 0.06 m de

ancho.

Figura 1

Planta de Pitahaya

Nota. Fotografia tomada en el sector de Sevilla Don Bosco - Canton Morona en la Provincia de

Morona Santiago. Fuente: Autor.
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Tallo: el tallo es de tipo flexuoso, filocladio, triangular, xerofitico y rico en clorofila
encargado de realizar las funciones de fotosintéticas, estd conformando por cerca del 90 a 94% de
agua cuando el mismo se encuentra totalmente hidratada. Los tallos muestran tres aristas y sus
lados son concavos; ademas crecen sobre los tallos grupos de espinas de 2 a 4 mm rodeados de
areolas. Las ramificaciones y flores surgen de la parte superior de las areolas, solo tras desarrollarse
completamente las espinas, enseguida se originan yemas reproductivas o vegetativas en el
meristemo areolar. Las nuevas ramificaciones se desarrollan de forma recta con pedunculo

colgante (Perea Dallos et al., 2010).

Flor: las dimensiones de la flor de pitahaya son las siguientes: de longitud puede medir
entre 20 a 40 cm y de diametro aproximadamente 25 cm. El ovario esta envuelto por bracteas
escamosas con espinas prolongadas; los sépalos tienen un color amarillo verdoso; los pétalos
dependiendo la variedad pueden ser amarillos, blancos o rosados. La flor tiene un aspecto de
trompeta, es decir son infundibuliformes. Permanecen en una postura erecta en direccién hacia el
sol, sin embargo, una vez polinizadas adoptan una posicién colgante. Los murciélagos son los
encargados de polinizar durante horas de la noche, en tanto que las abejas en horas del dia,
cautivados por el néctar que produce la flor. La flor es conocida como “reina de la noche”, solo se
extienden una hora a hora y media posterior a la puesta del sol y se cierran seis horas tras el
amanecer. Adicionalmente emite un aroma olor a vainilla y banano que seduce a muchos insectos

(Perea Dallos et al., 2010).

Fruto: el tiempo que tarda en formarse el fruto va desde los 4 a 8 meses, a partir de la
polinizacion hasta la cosecha. Desde la germinacion de la areola hasta flor toma 45 a 50 dias y
desde la flor a fruta son 100 a 120 dias aproximadamente. La fruta es muy sabrosa en forma de

una baya ovoide envuelta de areolas y escamas (Perea Dallos et al., 2010).
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El fruto de la pitahaya amarilla mide aproximadamente 15 cm de longitud y de 6 a 10 cm
de didmetro, su peso oscila entre 170 a 450 gramos y adicionalmente las semillas se encuentran
dentro de la fruta. Encima del fruto presenta grupos de espinas que se separan con sencillez una

vez el fruto haya alcanzado su madures (Perea Dallos et al., 2010).

Figura 2

Pitahaya en periodo de maduracion natural

Nota. Adaptado de Manual Técnico del cultivo de pitahaya (p. 39), por Y. Vargas et al., 2020,

INIAP. Manual N° 117 x. Joya de los Sachas, Ecuador.

Céascara y Semilla: Su céscara es gruesa y la fruta contiene abundantes semillas, mas o
menos 650 por fruto. La semilla muestra un matiz marrén oscuro a negro y mide entre 2 y 4 mm
(Pera Dallos et al., 2010). En la cascara, pero ademas en la pulpa estan presentes compuestos
importantes como las betalainas. Las betalainas son pigmentos naturales solubles en agua,

conforman dos conjuntos estructurales: las betacianinas y betaxantinas. Son compuestos que
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actuan como antioxidantes similares a las vitaminas previniendo la muerte celular temprana. Por
otro lado, las semillas poseen una gran cantidad de acidos grasos; como el acido linoléico 64.5%,
acido oleico 13,9 y acido palmitico 14.4% confiriendo una capacidad antioxidante a la semilla

(Huachi et al., 2015).
2.3.1.2. Composicion Quimica

Segun Perea Dallos y col (2010) mencionan de cada 100 g de la porcién comestible de la

pitahaya se consigue la siguiente composicién nutricional:
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Tabla 2

Composicion nutricional del fruto de la pitahaya amarilla

Nutriente Cantidad
Agua 89,49
Proteinas 1,29
Grasa 049
Carbohidratos 15¢
Fibra 089
Cenizas 0,69
Tiamina 0,36 mg
Riboflavina 0,04 mg
Niacina 0,2 mg
Acido ascorbico 25 mg
Sodio 50 mg
Calcio 8 mg
Fosforo 30 mg
Hierro 0,6 mg
Potasio 339 mg
Magnesio 200 mg

Nota. Adaptado de Cactaceae pitahaya Selenicereus megalanthus (K. Schum. ex Vaupel) Moran
(Cactaceae) (p. 105-135), por M. Perea Dallos et al.,, 2010, Biotecnologia aplicada al

mejoramiento de los cultivos de frutas tropicales.
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Por las propiedades nutricionales que presenta dicha fruta, en paises como Ecuador esta
tomando un mayor realce el cultivo de la pitahaya, pudiendo generar proyectos que dinamicen la
economia de las localidades que se dedican a su produccion. La fruta de pitahaya se consume
principalmente en porciones frescas o afiadidas con otras frutas, pero ademas se puede procesar la
pulpa de pitahaya como materia prima en la fabricacion de productos alimenticios como yogur,
refrescos, mermeladas, complemento deshidratado en cereales entre otros, mientras que en la
industria farmacéutica se podria utilizar en la elaboracion de suplementos digestivos. Para
conservar la pulpa de pitahaya y perdurar sus propiedades organolépticas existe una variedad de
metodologias, entre ellas podemos mencionar al proceso IQF (Individual QuicK Freezing - método

de congelacién utilizado en la industria de procesamiento de alimentos) (Huachi et al., 2015).

Los beneficios que se obtienen al consumir el fruto de pitahaya en nuestro organismo son
muy altos, podemos aprovechar la variedad de compuestos bioquimicos como las betalainas que
coadyuvan en la creacion de colageno, proteina importante para lucir una piel joven y sana, de
igual manera las betalainas vigorizan los vasos sanguineos y contribuyen a combatir las alergias e
infecciones producidas por virus y bacterias (Minshew, 2009). De igual manera podemos
mencionar que es un excelente alimento que podemos recurrir al momento de presentar dolores o

malestares en el tracto digestivo (Huachi et al., 2015).

Segln Jamilan et al., (2011) las caracteristicas fisico-quimicas mas relevantes que se le
atribuyen al fruto de pitahaya es el volumen de fructosa de 4 a 20 g/L y de 30 a 55 g/L de glucosa
presentes en el zumo de pitahaya. También contiene acidos organicos como el acido citrico y acido
lactico en una proporcion de 0.3 a 1.5 %. Presenta un bajo nivel de acidez en un rango de 2.4 a 3.4
g/L. Adicionalmente cuenta con el aminoéacido Prolina de 1.1 a 1.6 g/L encargado reparar, curar y

mantener diferentes tejidos.
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2.3.2. Antioxidantes

Los compuestos que presentan la habilidad de evitar el dafio celular causado por procesos
oxidativos normales dentro de nuestro organismo se denominan antioxidantes (Belsare et al.,
2010). Los antioxidantes protegen de la oxidacion a las moléculas sensibles a las especies reactivas
de oxigeno, ceden hidrégenos evitando que se formen los famosos radicales libres promotores de

enfermedades (Reyes et al., 2011).

Los organismos aerobios han perfeccionado maneras de proteccion antioxidante contra
sustancias originadas con el oxigeno capaces de provocar dafio, llamadas especies reactivas del
oxigeno (ROS). Cuando existe una alta produccion de especias reactivas y sobrepasa a los
antioxidantes producidos por el organismo, se genera el conocido estrés oxidativo. El ser humano
produce enzimas cataliticas como la catalasa, glutation peroxidasa y superdxido dismutasa
responsables de suprimir radicales libres y demés especies reactivas, pese a esto los agentes
enddgenos no resultan suficientes para la defensa del cuerpo humano. Por ello, la alimentacion
provee de agentes antioxidantes exdgenos primordiales para gozar de una buena salud. Resultan
ser los mas importantes por la facilidad de ser incorporados a nuestro organismo, por tal razén de
debe consumir alimentos sanos (frutas y verduras), disponer de los mismos y tener conocimientos

basicos sobre el tema (Faria et al., 2007).
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Segun Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada (2017) incorporar frutas y verduras a nuestra
dieta nos brinda bienestar y resguardo contra algunas patologias, entre las méas dafiinas podemos
mencionar ciertos tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. La
capacidad antioxidante presente en lo vegetales se adjudica a la presencia de compuestos como
flavonoides, polifenoles, beta-caroteno, vitamina C y vitamina E. Por tal motivo es indispensable
realizar investigaciones de frutas y vegetales poco conocidos que demuestren potencial nutricional

y medicinal, dando a conocer a la poblacién para su consumo.

Para determinar la actividad antioxidante de un compuesto 0 muestra, existen diversos
métodos basados en los diferentes generadores de radicales libres. En efecto la muestra
reaccionaria con las especies reactivas de oxigeno, impidiendo la propagacion de radicales libres
a causa de la capacidad antioxidante de los compuestos presentes en una muestra natural. La
actividad antioxidante no se alcanza a establecer de forma directa, sino lo que verdaderamente se
determina es el efecto antioxidante de una muestra. Lo correcto seria aislar los distintos
compuestos que integran una muestra de zumo para determinar la capacidad antioxidante de cada
uno en forma individual, sin embargo, es muy complicado precisar la concentracion y numero de

las sustancias contenidas en la muestra (Sanchez, 2002).

Castro (2008) describe que los antioxidantes tienen la cualidad de donar electrones a los
radicales libres, previniendo que estos los obtengan de las células que se encuentran a su alrededor.
Lo mas fascinante es que los antioxidantes naturales no pierden su estabilidad electroquimica, por
tal motivo en la industria alimentaria se los utiliza como ingredientes para la elaboracion de
productos procesados, ya que evitan o impiden la formacion de sustancias indeseadas o rancidez

en el producto debido a la oxidacion.
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2.3.2.1. Clasificacion de los Antioxidantes

a) Segun su Origen: Los antioxidantes enddgenos son moléculas que se fabrican en el
interior del organismo y pueden ser enzimaticos o no enzimaticos, entre ellos podemos mencionar
a los siguientes: catalasa, coenzima Q, glutation, glutation peroxidasa y perdxido dismutasa.
También dentro de esta clasificacion se encuentran los antioxidantes exdgenos que son producidos
por los vegetales e incorporamos a nuestro organismo mediante la alimentacion. Presentan una
ventaja sobre los antioxidantes enddgenos ya que podemos introducirlos a nuestro organismo de

forma voluntaria (Heredia Vasquez, 2013).

b) Propiedades Protectoras en Diferentes Etapas del Proceso de Oxidacion: Los
antioxidantes primarios anticipan la creacién de nuevas especies reactivas de oxigeno. Se logra
cambiando las especies reactivas de oxigeno en moléculas menos nocivas, previo a que ocurra la
reaccion oxidativa o se originen de otras moléculas, destacan las siguientes enzimas: glutation
peroxidasa, coenzimas superoxido y la catalasa. Mientras tanto los antioxidantes secundarios
capturan los radicales y evitan las reacciones en cadena, por ejemplo, antioxidantes endégenos
como la bilirrubina, glutation urato y ubiquinona; y los antioxidantes endogenos como B-caroteno,

vitamina C y E (Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada, 2017).

c) Fuente: Dentro de esta clasificacion encontramos a los antioxidantes sintéticos,
fabricados de manera artificial y a los antioxidantes naturales, procedentes de origenes biologicos

(Heredia Vasquez, 2013).
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2.3.3. Metabolitos Secundarios

Para el correcto funcionamiento de los procesos quimicos que ocurre dentro de las plantas
el carbono, nitrogeno y energia del ambiente son componentes indispensables para la elaboracion
de biomoléculas Ilamadas metabolitos. Los metabolitos se clasifican en dos grupos los primarios
y los secundarios. Dentro de los metabolitos primarios se encuentran los aminoacidos, azlcares,
lipidos y nucleotidos encargados de desempefiar funciones que van directamente relacionados con
la supervivencia, crecimiento y reproduccion de las plantas. Las plantas a diferencia de los demas
seres vivos, ocupan una valiosa cantidad del carbono y energia absorbido para la elaboracion de
metabolitos secundarios (metabolitos especializados), moléculas organicas que no actdan de forma
directa en procesos como la sintesis y transporte de nutrientes, respiracion y fotosintesis (Buchanan

etal., 2015).

Segun Gechev et al. (2014) estudios previos han determinado que existe mas de 200 000
tipos de metabolitos secundarios por lo que este grupo presentan gran variedad de estructuras
quimicas. Por un lado, los metabolitos primarios estan ligados directamente con el crecimiento y
desarrollo de los vegetales, mientras que los metabolitos secundarios cumplen funciones

especificas en el interior de las plantas y la interaccion con el medio ambiente (Kasote et al., 2015).

Los metabolitos secundarios cumplen una funcién muy importante a la hora de cautivar
organismos responsables de realizar la polinizacion, almacenan pigmentos en las flores o
desprenden sustancias quimicas volatiles que resultan atractivos para los polinizadores (Karppinen
et al., 2016). Ademas, secretan sustancias quimicas a través de las raices hacia la rizosfera para
captar microbios que contribuyen para el mantenimiento de un suelo saludable (Tsunoda y van

Dam, 2017).
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Desde otra perspectiva, en modo de defensa secretan sustancias volatiles cuando las hojas
son atacadas por orugas para llamar la atencién de avispas cazadoras y se alimenten de estos
gusanos. También generan sustancias desagradables o venenosas para ahuyentar insectos dafiinos

(Moore et al., 2014).

Segln Ncube y Van Staden (2015) los metabolitos secundarios a diferencia de los
metabolitos primarios no se encuentran en todas las variedades de plantas, esto quiere decir que

ciertos grupos bioquimicos se hallan localizados en forma limitada en el reino vegetal.

Las plantas producen metabolitos secundarios en pequefias cantidades, la sintesis de un
determinado compuesto dependera de la familia, género o especie que la produzca (Martinez-
Esteso et al., 2015). De acuerdo a las diferentes estructuras quimicas los metabolitos secundarios
se pueden clasificar en multiples grupos, siendo los mas investigados los alcaloides, compuestos

fendlicos, glucosidos cianogénicos, glucosinolatos y terpenoides (Buchanan et al., 2015).
2.3.3.1. Alcaloides

Avalos Garcia y Pérez-Urria (2011) mencionan que hay mas de 15.000 metabolitos
secundarios dentro del grupo de los alcaloides, compartiendo caracteristicas propias de esta familia
como presentar actividad bioldgica, solubilidad en agua y mostrar por lo menos un atomo de
nitrégeno dentro de la molécula. Los alcaloides por lo general son heterociclicos, no obstante,
existe algunas sustancias nitrogenadas alifaticas como por ejemplo la colchicina y mescalina.
Podemos hallar estos metabolitos secundarios por lo generalmente en dicotileddneas herbaceas,
sin embargo, estan presentes en alrededor del 20% en plantas vasculares. Los alcaloides tienen
efecto sobre los neurotransmisores cuando son consumidos por los seres humanos ocasionando

efectos fisioldgicos y psicoldgicos (alucinaciones).
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En medicina se los puede utilizar en dosis bajas por los efectos terapéuticos que pueden
presentar, sirven para aliviar dolores musculares, como analgésicos o tranquilizantes. Aunque son
toxicos cuando se consumen en dosis muy altas pudiendo ocasionar la muerte (Avalos Garcia y

Pérez-Urria, 2011).
Figura 3

Clases de alcaloides
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Nota. Adaptado de “Metabolismo secundario de plantas”, por A. Avalos Garcia y E. Perez-Urria

Carril, 2011, Reduca (Biologia), 2(3).
2.3.3.2. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios repartidos extensamente en los vegetales, que
pertenecen al grupo de los glicésidos, estructuralmente estan conformados por una aglicona unida
a una cadena ramificada de azlcares mediante un hidroxilo del carbono-3 del aglicon. Las
saponinas se dividen en dos grupos: las saponinas esteroidales y las saponinas terpénicas. Los
esteroidales son producidos en gran parte en monocotiledéneas, en tanto que las dicotiledéneas
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elaboran las terpenicas. Debido a las diferentes estructuras quimicas que muestran las saponinas,
se han utilizado en diversos campos como la cosmética y la medicina, gracias a la actividad
bioldgica y farmacoldgica presente en las mismas. Se han elaborado diversos productos como
jabones, anticancerigenos, antimicrobianos, hemoliticos y demas. Sin embargo, en altas
concentraciones las saponinas glicoalcaloides pueden llegar a ser toxicos en animales, insectos,
microbios y seres humanos. Por lo que en la industria alimentaria se los puede llegar a valorar

como antinutricionales (Diaz Puentes, 2009).

Figura 4

Estructura quimica de las saponinas
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Nota. Adaptado de “Estudio comparativo de tres metodologias cuantitativas de extraccion de
saponinas de la Melisa Officinalis (toronjil)” (p. 47-51), por T. Flores et al., 2013, Revista Peruana

de Quimica e Ingenieria Quimica, 16(2).
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2.3.3.3. Fenoles

Las plantas producen uno de los grupos mas abundantes de metabolitos secundarios en la
naturaleza los fenoles, la cual se han determinado méas de 8000 compuestos bioguimicos (Pandey
y Rizvi, 2009). El sabor amargo y astringente en frutas, hojas y verduras se debe a la presencia de
fenoles en estos alimentos, pero posee propiedades beneficiosas para quienes los incorporan en su
dieta diaria como el efecto antiinflamatorio y anticancerigeno (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).
Asimismo, se le atribuye importantes efectos protectores contra el asma, diabetes, envejecimiento,
hipertension y enfermedades cardiovasculares que se pueden presentar en un futuro (Pandey y

Rizvi, 2009).

La caracteristica mas importante que presentan los fenoles es su actividad antioxidante,
tienen la facultad de capturar radicales libres sin perder su estabilidad quimica, asi evitando que
estas moleculas perjudiciales se unan y dafien moléculas de ADN, por consiguiente, previniendo
el comienzo de procesos carcinogénicos. De igual manera impiden la peroxidacion lipidica,
proceso por el cual los radicales libres atrapan electrones de los lipidos, pudiendo producir dafio
estructural en las membranas de células sanas. Este dafio en las membranas celulares ocasiona
interferencias en el transporte de moléculas alimenticias, repercutiendo en el crecimiento y
multiplicacion celular. Los fenoles se oxidan antes que otras sustancias, favoreciendo a la
proteccion contra procesos oxidativos causados por diferentes agentes ya sea externos o internos,

por ejemplo, la luz o especies reactivas (Gonzalez et al., 2018).

Segun Shahidi y Ambigaipalan (2015) los fenoles y polifenoles de acuerdo a su estructura
quimica se pueden dividir en: acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos, fenoles simples,

flavonoides, ligninas y taninos entre otras sustancias bioquimicas.
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Figura 5

Clasificacion de los fenoles y polifenoles
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Nota. Adaptado de “Phenolics and polyphenolics in foods, beverages and spices: Antioxidant
activity and health effects—A review” (p. 820-897), por F. Shahidi y P. Ambigaipalan, 2015,

Journal of functional foods, 18.
2.3.3.4. Taninos

Rengifo Zevallos (2018) menciona que los taninos quimicamente son sustancias
polifendlicos y estan repartidos extensamente en el reino vegetal en varias especies de plantas.
Este grupo de metabolitos secundarios se puede clasificar de acuerdo a su estructura quimica en
taninos condensados y en taninos hidrolizables. Los taninos posees atributos farmacologicos tales

como actividad antioxidante, cicatrizante y antimicrobiano.
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De hecho, Estos metabolitos secundarios tienen la facultad de lograr una condicion médica
Ilamada hipocolesterolemia, estudios han comprobado que una dieta rica en alimentos como el
aceite de oliva y uvas, con gran contenido de taninos disminuye altos niveles de colesterol malo.
Ademas, ejercen un efecto antiinflamatorio sobre la mucosa intestinal aliviando problemas
estomacales. También actda como astringente, influyendo como antihemorragico local facilitando
la coagulacién de la sangre. Por otro lado, se lo considera como una sustancia antinutritiva ya que
al unirse con las proteinas y coagularse reducen la absorcion de algunos minerales como el hierro.
Los taninos presentan un sabor a acre y reaccionan con el agua formando compuestos coloidales

(Angaspilco Sanchez y Cardenas Gastelo, 2017).

Figura 6

Estructura de taninos hidrolizables, cadena de dépsido n-galico (recuadro) unido, via enlace
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Nota. Adaptado de “Caracterizacion, mediante espectrometria de masas de alta resolucion
MALDI/FT-ICR, de taninos hidrolizables de la tara (Caesalpinia spinosa)” (p. 106-114), por J. Z.

Dévalos et al., 2017, Revista de la Sociedad Quimica del Pera, 83(1).
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2.3.3.5. Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de los polifendlicos,
estan distribuidos en un gran nimero de plantas vasculares con semilla como las gimnospermas y
angiospermas, pero ademas se ha registrado la presencia de estos metabolitos en taxones de plantas
maés primitivos como los musgos, helechos cola de caballo, algas entre otras. Se ha identificado
aproximadamente 10,000 flavonoides siendo el tercer grupo méas grande de metabolitos
secundarios después de los alcaloides y terpenoides. Una forma en respuesta de las plantas contra
el ataque de herbivoros, hongos, parasitos, patdégenos y radiacién UV, fue la biosintesis de
flavonoides. Adicionalmente los flavonoides tienen la capacidad de comunicarse con la naturaleza,
mediante los colores que estos compuestos pueden tomar como el amarillo, anaranjado azul,
purpura, y rojo; asi luciendo llamativos en las plantas que los producen atrayendo a los
polinizadores. Investigaciones realizadas han dado a conocer las propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas que expresan los flavonoides entre las cuales podemos mencionar el efecto
antioxidante, anticancerigeno, antiviral, antibacteriano, antiinflamatorio, antialérgico,

cardioprotector, hepatoprotector, neuroprotector y demas (Santos et al., 2017).

Segln Leo6n Durén (2020) los flavonoides se pueden clasificar en 13 subclases, pero los
mas relevantes son los siguientes: antocianidinas, antocianinas, catequinas, flavonas, flavonoles,

iso—flavonoles y proantocianidinas.
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Figura7

Estructura basica de un flavonoide, subclases
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Nota. Adaptado de “Los flavonoides: propiedades y acciones antioxidantes” (p. 271-278), por S.

Martinez-Flores et al., 2002, Nutricién hospitalaria, 17(6).

2.3.4. Screening Fitoquimico

Mendoza Lara et al. (2020) menciona que, para identificar cualitativamente los diversos
grupos de metabolitos secundarios presentes en una especie vegetal, se debe realizar un screening
fitoquimico o marcha fitoquimica, proceso inicial que se debe llevar a cabo en una investigacién
para determinar la presencia de sustancias de mayor interés, como por ejemplo los alcaloides,
compuestos cardioténicos, compuestos fenolicos, cumarinas, flavonoides, terpenos, entre otros.

De igual manera se emplea como un proceso exploratorio y método para el control de calidad

El screening fitoquimico se basa en la separacion de los metabolitos secundarios
contenidos en una muestra vegetal, para ello se debe recurrir a diferentes tipos de solventes segun
la polaridad de los principios activos a extraer, posterior a la obtencion de los extractos se debera
aplicar reactivos que produzcan reacciones de color o precipitacion estableciendo la identidad de
un grupo metabdlico. Para que este método sea factible de llevar a cabo, la evaluacion debe ser
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rapida con reacciones sensibles, reproducibles y econdmicamente accesibles. Los resultados del
screening fitoquimico se los debe interpretar Gnicamente como una orientacion y para obtener
resultados mas exactos se los combina con el screening farmacoldgico. La ventaja que posee el
screening fitoquimico es la obtencidn resultados en poco tiempo (Arica Velasquez y Becerra

Chavez, 2020).

Segln Arica Velasquez y Becerra Chavez (2020) indican que cuando se obtiene resultados
negativos en las distintas reacciones para determinar un compuesto en particular, pueden atribuirse
a varios factores como la ausencia 0 minima concentracion del metabolito, seleccion incorrecta

del disolvente de extraccion o producto de la contaminacion.

2.3.5. Método de Evaluacion de la Actividad Antioxidante

Los métodos que existen hoy en dia para establecer la capacidad antioxidante son muy
diversos, todos se fundamentan en su capacidad para atrapar radicales libres. Podemos mencionar
algunos: DPPH:-, ABTS: "y ORAC. EIl método de estudio utilizado para efectuar el analisis de la
actividad antioxidante fue el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Este método fue expuesto por
primera vez por Blois en 1958, comprob0 la facultad del radical libre DPPH para recibir un atomo
de hidrégeno procedente de una molécula de cisteina. EI ensayo DDPH es muy conocido por la
simplicidad y alta sensibilidad que presentan este método. El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo es un
radical libre a causa de la deslocalizacion de un electron desparejado en la molécula completa, por

consiguiente, no dimeriza a comparacion de otros radicales libres (Mishra et al., 2012).

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo es un radical organico nitrogenado, este método consiste en
juntar un antioxidante contenido en una muestra vegetal y el DDPH-, asi provocando una reaccion
que busca disminuir el radical DDPH- en una molécula estable y no reactiva. Para determinar la

transformacion del radical libre se evalla la perdida de absorbancia a una longitud de onda de 517
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0 515 nm. La solucion del radical libre (DDPH-) es de color parpura intenso pasando al color
amarillo (DDPH-H estable) cuando ejerce efecto la actividad antioxidante de la muestra vegetal.
El método en cuestion mide la capacidad antioxidante total de una muestra, por lo que no es
especifico para una clase de metabolito en particular. La actividad antioxidante de una muestra se
expresa en IC50, concentracion minima necesaria para inhibir al 50% la cantidad inicial del radical

libre (DPPH-) (Villanueva Gutiérrez, 2020).
Figura 8

Principio del método DPPH
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Nota. Adaptado de Estudio comparativo de la actividad antioxidante en fresas de cultivos de

origen tradicional versus ecoldgico, por J. Lopez do Campo, 2017, Universidad de Corufia.
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Capitulo 3

Marco Metodologico

3.1. Nivel de la Investigacion

El presente estudio tiene un nivel de investigacion descriptiva, ya que se determind la
capacidad antioxidante del extracto etandlico y acuoso de la pulpa del fruto de pitahaya (Cereus
sp.). La investigacion descriptiva consiste en la caracterizacion de un hecho, fenémeno, individuo
0 grupo, con el fin de establecer su estructura 0 comportamiento. Los resultados de este tipo de
investigacion se ubican en un nivel intermedio en cuanto a la profundidad de los conocimientos se

refiere. (Arias, 2012).

3.2. Disefio de la Investigacion

La investigacion es de tipo experimental o disefio experimental ya que consiste en someter
la pulpa de pitahaya (Cereus sp.), a diferentes factores que buscan determinar que extracto presenta
mayor actividad antioxidante. Esto conlleva a someter un objeto o grupo de individuos, a
determinadas condiciones, estimulos o tratamientos, para observar los efectos o reacciones que se

producen (Arias, 2012).

3.3. Poblacion y Muestra
En el presente estudio se cont6 con una poblacion finita, se recolecté la fruta de pitahaya
(Cereus sp.) en el sector de Sevilla Don Bosco - Canton Morona en la Provincia de Morona

Santiago, caracterizada por ser homogenea ya que se encuentra en el mismo piso climatico.
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Al contar con una poblacién finita, nuestra muestra es un subconjunto representativo de la
poblacidn disponible, es decir la muestra de la investigacion es de tipo muestreo al azar simple, es

decir que todas las frutas tienen la misma probabilidad de ser seleccionadas (Arias, 2012).

3.4. Variables

Variable Independiente: Solventes
Variable Dependiente: Actividad antioxidante

Variable Interviniente: Laboratorista, trabajar de forma individual en todo el proceso.

Tiempo de maceracion de los extractos.

Variable Extrafia: Factores ambientales: ecosistema, temperatura, altitud y latitud del

cultivo.

3.5. Técnicas e Instrumentos de Recoleccidon de Datos
Las técnicas de recoleccion de datos empleados son: analisis documental y la observacion
no estructurada. Los instrumentos de recoleccion de datos usados son: computadora y sus unidades

de almacenaje, diario de campo, camara (fotografias).

3.6. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

El analisis de datos experimentales se realiz6 mediante herramientas estadisticas. En la
investigacion se utilizo graficos y tabulaciones que muestran las caracteristicas de la pitahaya. Los
datos obtenidos son procesados con los programas: Microsoft Word 2019, Microsoft Excel 2019,

Minitab 19 y IBM SPSS Statistics.
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3.7. Procedimientos de Laboratorio
3.7.1. Recoleccién de la Muestra

Se recolectd 1 kilo de fruta de pitahaya (Cereus sp.), y se utiliz6 como materia prima
unicamente la pulpa, al ser esta la parte que se consume y aprovecha de dicha fruta, descartando
la cascara pesar de presentar actividad antioxidante en un estudio realizado por Figueroa y

colaboradores (2011).
Figura 9

Fruto de pitahaya

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
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3.7.2. Tratamiento de la Muestra

Se procede a seleccionar la muestra, para ello debemos considerar Unicamente a los frutos
que presentes propiedades organolépticas 6ptimas como: madurez firme, buen aspecto, libre de
golpes y dafios. Una vez seleccionado los frutos procedemos a lavar con agua destilada y retirar
cuerpos extrafios y polvo que puedan ocasionar algin tipo de contaminacion cruzada.
Seguidamente retiramos de forma manual la cascara de la pulpa, con ayuda un cuchillo de acero
inoxidable, previamente desinfectado. Colocamos en un recipiente mientras realizamos los

preparativos previos a realizar los extractos.

3.7.3. Obtencion de Extractos Totales

3.7.3.1. Obtencion Total del Extracto Acuoso

Para obtener el extracto acuoso se utilizé 200 g de pulpa de pitahaya triturada con 400 mL
de agua destilada, es decir en relacion 3:1 a la muestra. Luego se realizd una decoccion por un
tiempo de 10 minutos y se procedi6 a enfriar para purificar el extracto a través de un tamiz.
Después centrifugamos el extracto a 3000 rpm durante 15 min y recuperamos el sobrenadante.
Finalmente, sometemos el extracto obtenido a evaporacion rotativa a 75°C. El producto obtenido

se refrigera en un frasco &mbar hasta su posterior uso (Flores Vazquez y Garcia-Vieyra, 2016).
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Figura 10

Preparacion del extracto acuoso del fruto de pitahaya

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

3.7.3.2. Obtencion Total del Extracto Etandlico

De igual manera para obtener el extracto etandlico se utilizé 200 g de pulpa de pitahaya
triturada con 400 mL de etanol al 96%, es decir en relacion 3:1 a la muestra. Pero a diferencia del
extracto acuoso, dejamos macerar a temperatura ambiente durante una semana. Transcurrido los 7
dias purificamos el extracto mediante un tamiz. Luego centrifugamos el extracto a 3000 rpm
durante 15 minutos y recuperamos el sobrenadante. Por ultimo, sometemos el extracto obtenido a
evaporacion rotativa a 60°C. EI producto final se refrigera en un frasco &mbar hasta su posterior

uso (Flores Vazquez y Garcia-Vieyra, 2016).
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Figura 11

Extracto etandlico purificado

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

3.7.4. Caracterizacion Cualitativa

3.7.4.1. Prueba para Determinar Alcaloides

Ensayo de Dragendorff: En un tubo de ensayo colocar 1 mL de la muestra més 1 gota de
acido clorhidrico concentrado, calentamos a bafio maria y dejamos enfriar. Con la solucién acuosa
acida agregamos 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Este procedimiento se realiza en tubos por
separado para el extracto acuoso y etanolico. La formacion de precipitado naranja marron, indica

la presencia de alcaloides (Pujol Garcia et al., 2020).
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3.7.4.2. Prueba para Determinar Saponinas

Ensayo de Espuma: En un tubo de ensayo colocar 1 mL del extracto etandlico méas 5 mL
de agua destilada y se procede a agitar fuertemente por 10 minutos (Pujol Garcia et al., 2020).
Mientras que para el extracto acuoso se coloca 2 mL de la muestra en un tubo de ensayo y se agita
fuertemente por 10 minutos. La formacién de espuma sobre la superficie del liquido de al menos
2 mm de altura y persistencia por mas de 2 minutos, da como resultado positivo a saponinas

(Ramos Carrién y Solérzano Ramos, 2016).

3.7.4.3. Prueba para Determinar Fenoles

Ensayo de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo colocar 1 mL del extracto mas 3 gotas
de cloruro férrico al 10% en solucién salina fisioldgica. Este procedimiento se realiza en tubos por
separado para el extracto acuoso y etanolico. La formacién de una coloracion rojo marrén, amarillo
rojizo y rojo da como resultado positivo a compuestos fendlicos en general (Flores Vazquez y

Garcia-Vieyra, 2016).

3.7.4.4. Prueba para Determinar Taninos

Ensayo de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo colocar 1 mL del extracto mas 3 gotas
de cloruro férrico al 5% en solucién salina fisiol6gica. Este procedimiento se realiza en tubos por
separado para el extracto acuoso y etandlico. La formacién de una coloracion verde intenso da
como resultado a taninos del tipo pirocatecolicos. Mientras que el desarrollo de una coloracion

azul da como resultado a taninos del tipo pirogalotanicos (Mejia Calle, 2019).
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3.7.4.5. Prueba para Determinar Flavonoides

Ensayo de Shinoda: En un tubo de ensayo colocar 1 mL de muestra mas 1 mL de acido
clorhidrico concentrado y 0,5 cm de cinta de magnesio metélico. Después de la reaccion se espera
5 minutos y afiadimos 1 mL de alcohol amilico. Se deja mezclar las dos fases y se deja reposar
hasta que se separen. Este procedimiento se realiza en tubos por separado para el extracto acuoso
y etanolico. Se considera positivo a flavonoides cuando el alcohol amilico toma una coloracion
amarilla, naranja, carmelita o rojo; en todos los casos debe ser un color intenso (Pujol Garcia et

al., 2020).

3.7.5. Determinacion de la Capacidad Antioxidante

3.7.5.1. Preparacion del Reactivo DPPH

Para la elaboracién del radical libre DPPH se necesita pesar 49 mg del reactivo DPPH, la
cual vamos a aforar en un balén de 250 mL con etanol al 96%, obteniendo una solucion con una
concentracion de 0,5 mM. La solucién se almacena en un frasco color &mbar para proteger el
reactivo de la luz. Por ultimo, colocamos el frasco con la solucién en el refrigerador hasta el

momento de su utilizacion en el ensayo.

3.7.5.2. Preparacion de la Solucion Patrén

Se empleé como patron una solucién de &cido ascorbico puro, para ello se pesé 25 mg de
acido ascorbico y se afor6 en un balon de 25 mL con etanol al 96%. Luego cubrimos
completamente el balon de aforo con papel aluminio para protegerlo de la luz y asi evitar su
oxidacion. Posteriormente colocamos el balon en el equipo Rotamix Type 48200 y dejamos
reposar durante 30 minutos con agitacion constante. Para finalizar colocamos la solucion en un

frasco color ambar y lo almacenamos dentro del refrigerador hasta su posterior uso.
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3.7.5.3. Preparacion de las Muestras

Para la investigacion de los extractos vegetales, se toma 1 mL de extracto acuoso y se afora
en un bal6n de 10 mL con etanol al 96%, es decir en relacidn 10:1 a la muestra, de la misma manera
se procede con el extracto etanodlico. También realizamos el mismo procedimiento para el
compuesto sintético, sustancia utilizada para comprar la actividad antioxidante con los extractos
vegetales. EI compuesto sintético empleado para el analisis comparativo es una pastilla comercial

(Cebidn) de acido ascérbico adquirida en una farmacia.
3.7.5.4. Preparacion de Muestras en Diferentes Fracciones

La preparacion de las disoluciones en diferentes fracciones a partir de las muestras
previamente preparadas se resume en la tabla N°3. Preparamos las disoluciones en balones de

aforo de 10 mL cubiertos completamente con papel aluminio para protegerlos de la luz.
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Tabla 3

Preparacion de muestras en diferentes fracciones

Frasco Muestra (pL) DPPH (mL) Etanol 96% (uL)
Blanco 0 2.9 100

1 1 2.9 99

2 5 2.9 95

3 10 2.9 90

4 20 2.9 80

5 50 2.9 50

6 80 2.9 20

7 100 2.9 0

Nota. Fuente: Autor.

Una vez preparadas las disoluciones en los balones de aforo se sitdan en un vaso de
precipitacion y se pone a agitar en el equipo Rotamix Type 48200 durante una hora a temperatura

ambiente.

Para el andlisis de las muestras se usa el espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda

de 517 nm. Adicionalmente se debe encerar el equipo con etanol al 96% antes de leer las muestras.

Luego se mide la absorbancia de las disoluciones en forma ascendente comenzando por el
blanco hasta la disolucion con mayor concentracion de muestra. Ademas, se debe colocar las

disoluciones en celdas transparentes para poder ser medidas por el espectrofotometro.
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Para calcular el porcentaje de inhibicion de radicales libres se calcula mediante la siguiente

formula:

% Inhibicién = ( — i—m) * 100
b

Donde:
A,,: Representa la absorbancia del DDPH con la muestra.

Ay Representa la absorbancia del DDPH sin la muestra o llamado blanco.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1 Obtencion de los Extractos

4.1.1 Obtencién del Extracto Acuoso

Partiendo de un extracto acuoso de volumen inicial de 600 mL de muestra y solvente, se
filtro y posterior a ello se coloco el extracto en la centrifugadora para sedimentar las particulas en
suspension y obtener un extracto libre de impurezas, consiguiendo un volumen de 450 mL de
extracto. Luego se llevo el extracto a evaporacion rotativa para concentrarlo a una temperatura de
75°C durante 4 horas aproximadamente. El extracto reducido presenta una consistencia viscosa

con una tonalidad ligera a color blanco. Se obtuvo 240 mL de extracto acuoso libre de residuos.
Tabla 4

Resultado de la preparacion del extracto acuoso

Especie vegetal Peso de la Solvente Volumen del Volumen final
muestra solvente
Cereus sp. 200 g Agua destilada 400 mL 240 mL

Nota. Como resultado se obtuvo 240 mL de extracto acuoso concentrado. Fuente: Autor.
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4.1.2 Obtencidn del Extracto Etandlico

Partiendo de un extracto etanolico de volumen inicial de 600 mL de muestra y solvente, se
filtré y posterior a ello se coloco el extracto en la centrifugadora para sedimentar las particulas en
suspension y obtener un extracto libre de impurezas, obteniendo un volumen de 450 mL de
extracto. A posteriori se llevo el extracto a evaporacion rotativa para concentrarlo a una
temperatura de 60° C durante 4 horas aproximadamente. El extracto reducido presentando una
consistencia fluida con una tonalidad ligera a color amarillo claro. Se obtuvo 250 mL de extracto

acuoso libre de residuos.

Tabla 5

Resultado de la preparacion del extracto etanolico

Especie vegetal Peso de la Solvente Volumen del Volumen final
muestra solvente
Cereus sp. 2009 Etanol 400 mL 250 mL

Nota. Como resultado se obtuvo 250 mL de extracto etandlico concentrado. Fuente: Autor.

4.2 Caracterizacion Cualitativa de los Extractos
Los resultados obtenidos tras realizar las marchas fitoquimicas a los extractos acuoso y
etanolico, exponen la presencia o ausencia de los metabolitos secundarios: alcaloides, saponinas,

fenoles, taninos y flavonoides, descritos en las siguientes tablas N°6 y N°7.
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Tabla 6

Resultado de la marcha fitoquimica del extracto acuoso

Metabolito Identificacion de metabolitos Resultado
secundario
Alcaloides Precipitado naranja marrén Negativo
Saponinas Espuma Positivo
Fenoles Coloracion rojo marrén, amarillo rojizo, rojo Positivo
Taninos Coloracidn verde intenso Positivo
Flavonoides Coloracion amarilla, naranja, carmelita o rojo Positivo
Nota. Fuente: Autor.
Tabla 7
Resultado de la marcha fitoquimica del extracto etandlico
Metabolito Identificacion de metabolitos Resultado
secundario
Alcaloides Precipitado naranja marron Negativo
Saponinas Espuma Negativo
Fenoles Coloracién rojo marron, amarillo rojizo, rojo Positivo
Taninos Coloracidn verde intenso Positivo
Flavonoides Coloracion amarilla, naranja, carmelita o rojo Positivo

Nota. Fuente: Autor.
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Los resultados revelan la ausencia de alcaloides tanto en el extracto acuoso como en el
etandlico, presentan una coloracion amarilla verdosa resultando como negativo al ensayo de
Dragendorff, se puede observar en la figura 12. Sin embargo, en el estudio realizado por Arévalo
Cotrina (2021) demuestra la presencia de alcaloides en una variedad de pitahaya amarilla cultivada
en Peru, esta variacion se puede dar por los diferentes factores ambientales que existen segin la

procedencia de dicho cultivo.
Figura 12

Resultados del ensayo de Dragendorff

Nota. Determinacion de alcaloides. Etiqueta con la letra E = extracto etandlico y etiqueta con la

letra A = extracto acuoso. Fuente: Autor.
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En el ensayo para determinar la presencia de saponinas, se demostré Unicamente en el
extracto acuoso, al observarse la presencia de una capa de espuma sobre el extracto, mientras que
el en extracto etandlico no se observé la formacion de espuma, como podemos ver en la figura 13.
En la investigacion realizado por Vasquez y Garcia (2016) determinan la presencia de saponinas

en ambos extractos.

Figura 13

Resultados del ensayo de espuma

Nota. Determinacion de saponinas. Etiqueta con la letra E = extracto etan6lico y etiqueta con la

letra A = extracto acuoso. Fuente: Autor.

Se evidencid la presencia de fenoles en los extractos acuosos y etanolico, presentando una
coloracion amarillo rojizo, se puede observar en la figura 14. En el estudio realizado por Arévalo
Cotrina (2021) menciona que dicha coloracién indica la presencia de isoflavonas, compuestos

quimicos que pertenecen a la familia quimica de los polifenoles.
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Figura 14

Resultados del ensayo de cloruro férrico para fenoles

Nota. Determinacion de fenoles. Etiqueta con la letra E = extracto etanolico y etiqueta con la letra

A = extracto acuoso. Fuente: Autor.

Los taninos se encuentran presentes en ambos extractos, poseen una coloracion verde
intenso, pero el extracto acuoso manifiesta una ligera coloracion méas oscura que el extracto
etandlico, podemos ver en la figura 15. Los resultados coinciden con el trabajo realizado por
Vésquez y Garcia (2016). EI color verde intenso demuestra la presencia de taninos del tipo

pirocatecélicos (Barrera et al., 2014).
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Figura 15

Resultados del ensayo de cloruro férrico para taninos

Nota. Determinacion de taninos. Etiqueta con la letra E = extracto etandlico y etiqueta con la letra

A = extracto acuoso. Fuente: Autor.

En el ensayo para flavonoides, dio como resultado positivo para los dos extractos al
presentar una coloracién amarillo claro, sin embargo, debe ser de una tonalidad mas intensa, por
lo que nuestros extractos tendrian pequefias cantidades de flavonoides, pero el extracto etanélico
presenta una ligera coloracién mas oscura a diferencia del extracto acuoso, se puede observar en

la figura 16. Los resultados coinciden con el trabajo realizado por Vasquez y Garcia (2016).
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Figura 16

Resultados del ensayo de Shinoda

Nota. Determinacion de flavonoides. Etiqueta con la letra E = extracto etandlico y etiqueta con la

letra A = extracto acuoso. Fuente: Autor.

4.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante de los extractos acuoso y etanélico del fruto de
pitahaya, junto al compuesto sintético (Tableta de Cebion) de comparacién se describen en las
siguientes tablas N°9, N°10, N°11. Ademas, se utilizé como solucidn patrén acido ascorbico puro

descrito en la tabla N°8. Los datos generados fueron obtenidos por triplicado para mayor exactitud.

4.3.1 Determinacion de la Capacidad Antioxidante de la Solucion Patron

En la tabla 8 se muestra la actividad antioxidante de la solucién patrén de acido ascérbico
puro, el porcentaje de inhibicion del radical DPPH empieza desde concentraciones bajas y asciende
segun aumenta la concentracion de la solucién patrén. En la figura 17 se muestra como el

porcentaje de inhibicion es lineal.

50



Tabla 8

Resultados de la actividad antirradical del acido ascorbico puro

uL de Concentracion Absorbancia 517 nm Promedio % Inhibicion

Extracto (ng /mL)

Blanco 0 3,2290 3,2265 3,2295 3,2283 0,00

1 0,333 3,2012 3,2221 3,2219 3,2151 0,4099
5 1,667 3,1950 3,1420 3,0600 3,1323 2,9737
10 3,333 3,0629 3,0025 3,0337 3,0330 6,0496
20 6,667 2,8095 2,71328 2,7312 2,7578 14,5742
50 16,667 1,7846 1,7663 1,7727 1,7745 45,0330
80 26,667 0,6005 0,5988 0,5987 0,5993 81,4360
100 33,333 0,4508 0,4903 0,5122 0,4844 84,9952

IC50 pg/mL 17,2048

Nota. Absorbancias obtenidas mediante el equipo espectrofotémetro UV-VIS. Fuente: Autor.

Se pudo evidenciar que la solucion patrén de acido ascérbico puro posee una alta capacidad
antioxidante, ya que a una concentracién de 33,333 pug/mL inhibe el 84,9952% del radical DPPH.
Posee un IC50 de 17,2048 ug/mL, siendo una sustancia idonea para comparar con los datos

obtenido de los extractos acuoso y etandlico.
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Segun el estudio realizado por Merifio Serrano (2019) denominado como: “Determinacién
de la capacidad antioxidante de los extractos de Jackfruit (Artocarpus heterophylus Lam.)
obtenidos mediante solventes de diferente polaridad” el acido ascérbico puro tiene un valor de
IC50 de 17,576 pg/mL, esto demuestra que los datos conseguidos en el presente trabajo

investigativo son similares.

Figura 17

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH del &cido Ascorbico puro

Capacidad antioxidante del acido ascérbico
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Nota. Fuente: Autor.

A medida que aumenta la concentracion del acido ascérbico asciende el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH, esto significa que la actividad antioxidante de la solucion patrén es
bastante lineal, alcanzando un méaximo de reduccion del 84,9952% del radical libre. Mediante los

valores obtenidos en la ecuacién de la recta se determina el valor de IC50.
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4.3.2 Determinacion de la Capacidad Antioxidante del Extracto Acuoso

En la tabla 9 se evidencia la actividad antioxidante del extracto acuoso, el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH empieza desde concentraciones bajas y asciende segin aumenta la
concentracion del extracto acuoso, sin embargo, la actividad antioxidante final es bastante baja.

En la figura 18 se muestra como el porcentaje de inhibicion es lineal.

Tabla 9

Resultados de la actividad antirradical del extracto acuoso

uL de Concentracion Absorbancia 517 nm Promedio % Inhibicion

Extracto (ug /mL)

Blanco 0 3,1470 3,1420 3,1404 3,1431 0,00

1 0,333 3,0966 3,0970 3,0965 3,0967 1,4773

5 1,667 3,0778 3,0746  3,0770 3,0765 2,1200
10 3,333 3,0687 3,0699 3,0666 3,0684 2,3766
20 6,667 3,0670 3,0574 3,0575 3,0573 2,7308
50 16,667 3,0430 3,0416  3,0499 3,0448 3,1264
80 26,667 3,0148 3,0140 3,0142 3,0143 4,0968
100 33,333 3,0036 3,0035 3,0036 3,0036 4,4394

1C50 pg /mL 611,0229

Nota. Absorbancias obtenidas mediante el equipo espectrofotémetro UV-VIS. Fuente: Autor.
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Al valorar la capacidad antioxidante del extracto acuoso a una concentracion de 33,333
pg/mL inhibe el 4,4394% del radical DPPH. Contrastando la solucién patron con el extracto
acuoso, podemos decir que el porcentaje de captacion de radiales libres es muy superior en la
solucion patron. EI IC50 del extracto acuoso es de 611,0229 pg/mL lo que evidencia que el
extracto posee poca accion eliminadora del radical libre DPPH, a menor valor del IC50 mayor

actividad anti radical.

Segin Galvez Rivasy Zaldafia Burgos (2020) en su investigacion denominada:
“Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH en diez frutos de especies
vegetales pertenecientes a la flora salvadorefia” estudia los extractos acuosos liofilizados de
pitahaya, nispero entre otros, determinado asi que el fruto de pitahaya presenta baja capacidad de
captacioén del radical libre. La actividad antioxidante de la pitahaya es de 826.05 pumol ET/ 100g
frente a 7559.49 pumol ET/ 100g que presenta el nispero. Los valores mencionados expresan el

promedio de umol Equivalentes de Trolox por cada 100g de fruto fresco.

Sin embargo, los resultados de Galvez Rivas y Zaldafia Burgos (2020) no se pueden
comparar con los datos obtenidos en nuestro estudio puesto que utiliza diferentes técnicas para
determinar la actividad antioxidante. Coincidiendo con la poca capacidad antioxidante que posee

el extracto acuoso de pitahaya.
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Figura 18

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH del extracto acuoso
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Nota. Fuente: Autor.

A medida que aumenta la concentracion del extracto acuoso asciende el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH, pero el rendimiento es demasiado bajo. De igual manera para calcular

el valor de 1C50 utilizamos los valores de la ecuacion de la recta.

4.3.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante del Extracto Etandlico

En la tabla 10 se demuestra la actividad antioxidante del extracto etandlico, el porcentaje
de inhibicion del radical DPPH empieza desde concentraciones bajas y asciende segin aumenta la
concentracion del extracto etandlico, sin embargo, la actividad antioxidante final es baja. En la

figura 19 se muestra como el porcentaje de inhibicidn no es lineal.
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Tabla 10

Resultados de la actividad antirradical del extracto etanélico

uL de Concentracion Absorbancia 517 nm Promedio % Inhibicion
Extracto (ug /mL)
Blanco 0 3,2154  3,1806 3,1801 3,1920 0,00
1 0,333 3,1412  3,1510 3,1400 3,1441 1,5027
5 1,667 3,1056  3,1057  3,1059 3,1057 2,7036
10 3,333 3,0095 12,9999 2,9998 3,0031 5,9190
20 6,667 2,9299 29292 2,9290 2,9294 8,2279
50 16,667 2,8422 2,8405 12,8399 2,8409 11,0013
80 26,667 2,7700 2,7715 2,7705 2,7707 13,2006
100 33,333 2,7285 2,7311 2,7316 2,7304 14,4620
IC 50 pg /mL 128,2881

Nota. Absorbancias obtenidas mediante el equipo espectrofotémetro UV-VIS. Fuente: Autor.

Al evaluar la capacidad antioxidante del extracto etandlico, se evidenci6 que posee mayor

captacion del radical DPPH que el extracto acuoso. Comparado la solucion patron con el extracto

etandlico, el porcentaje de captacion del radical libre sigue siendo mayor en la solucion patron. El

extracto etanolico a una concentracion de 33,333 pg/mL inhibe el 14,4620% del radical DPPH y

posee un IC50 de 128,2881 pg/mL.
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En la investigacion realizada por Alcantara Castillo (2018) “Comparacion in vitro de la
capacidad antioxidante de Selenicereus Megalanthus, Hylocereus Undatus Y Opuntia Ficus-
Indica” realizé el estudio en extracto etandlico de una variedad de pitahaya amarilla cultivada en
el Per y obtuvo un valor de IC50 de 96,26 pug/mL, comparando con el valor obtenido en nuestro

estudio presenta una capacidad antioxidante ligeramente superior.

Chauca Aguilar y Chavez Quintana (2020) en su estudio “Fenoles y capacidad antioxidante de
Psidium guajava, Vaccinium myrtillus, Selenicereus megalanthus y Physalis peruviana de
diferentes procedencias” describen la capacidad antioxidante de la pitahaya amarilla provenientes
de Per0 y Brasil, donde obtuvo valores entre 8,15 y 22,25 umol TEAC/g de muestra liofilizada
siendo el fruto de arandano el que obtuvo la mayor capacidad antioxidante con 205,33 pumol

TEAC/g en su estudio. Mostrando asi muy poca actividad antioxidante en la pitahaya.

Figura 19

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH del extracto etandlico
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Nota. Fuente: Autor.

57



La actividad antirradical empieza desde concentraciones bajas del extracto y asciende en
forma lineal hasta alcanzar un maximo de 14,4620% de eliminacion del radical libre DPPH. La
actividad antioxidante es ligeramente superior al extracto acuoso. De la misma forma utilizamos

los valores de la ecuacion de la recta para calcular el valor de IC50.

4.3.4 Determinacion de la Capacidad Antioxidante del Compuesto Sintético

Se utiliz6 una tableta de vitamina C de 500 mg de la marca Cebion para comparar la
actividad antioxidante con los extractos acuoso y etandlico. Por lo que se prepard una solucion a
una concentracion de 1000 ppm. En la tabla 11 se muestra la actividad antioxidante del compuesto
sintético, el porcentaje de inhibicién del radical DPPH empieza desde concentraciones bajas y
asciende segun aumenta la concentracion del compuesto sintético. En la figura 20 se muestra como

el porcentaje de inhibicion es lineal.
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Tabla 11

Resultados de la actividad antirradical del compuesto sintético

uL de Concentracion Absorbancia 517 nm Promedio % Inhibicion

Extracto  (ug/mL)

Blanco 0 3,1423  3,1421  3,1426 3,1423 0,00

1 0,333 3,1409  3,1404 3,1398 3,1404 0,0626

5 1,667 3,0953 3,0962 3,0960 3,0958 1,4798
10 3,333 2,8992 28986 2,8993 2,8990 7,71427
20 6,667 2,8312 28321 2,8312 2,8315 9,8918
50 16,667  2,0504 12,0505 2,0508 2,0506 34,7438
80 26,667 1,2135 1,2222  1,2287 1,2215 61,1287
100 33,333 1,0966 11,0966 1,0969 1,0967 65,0992
IC 50 pug /mL 23,1132

Nota. Absorbancias obtenidas mediante el equipo espectrofotémetro UV-VIS. Fuente: Autor.

El compuesto sintético obtuvo un IC50 de 23,1132 pg/mL lo que demuestra que posee una
alta capacidad antioxidante. Contrastando los resultados obtenidos de los extractos de la pulpa de
pitahaya con la tableta de acido ascorbico, es por mucho superior la inhibicion del radical DPPH

en el compuesto sintético.
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En la investigacion realizada por Mejia Calle (2019) evalto la actividad antioxidante de
una pastilla de acido ascérbico donde constato que el IC50 es de 113,4747 pg/mL, demostrando
gue no posee una actividad antioxidante significativa como en la tableta de vitamina C de nuestro
estudio. La diferencia que existe entre los dos valores puede deberse a la marca comercial y la

cantidad de acido ascérbico contenido en cada pastilla.

Figura 20

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH del compuesto sintético
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Nota. Fuente: Autor.

El compuesto sintético presenta una relaciobn mas estrecha entre la concentracion vy el
porcentaje de inhibicidn del radical libre DPPH, pues la accion antioxidante alcanza un maximo
del 65,0992%, siendo mucho mayor en comparacion con los extractos acuoso y etandlico. A partir
de concentraciones bajas se evidencia la actividad antioxidante. Para calcular el valor de 1C50

utilizamos los valores correspondientes a la ecuacion de la recta.
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4.3.5 Comparacion del 1C50 de las Muestras

En la figura 21 se puede observar que la solucion patron (&cido ascorbico puro) posee la
mayor capacidad antioxidante seguido del compuesto sintético (tableta de vitamina C), a diferencia
de los extractos de la pulpa del fruto de pitahaya que no presentan una inhibicion significativa del
radical DPPH, siendo el extracto acuoso el que presenta la actividad antioxidante mas baja. En

tanto que menor sea el valor del IC50 mayor seré la capacidad antioxidante.

Figura 21

Resultados del IC50 de la solucién patrén, compuesto sintético, extracto etanolico y acuoso
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Nota. Datos expresados en pg/mL. Fuente: Autor.
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4.4 Comparacion de la Capacidad Antioxidante de los Extractos de la Pulpa de
Pitahaya Frente a un Compuesto Sintético
Para realizar la estadistica inferencial se aplica la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Se utiliza dicho Test para contrastar la normalidad de un conjunto de datos, pues se analizan

muestras menores a 50 datos. Se plantea las siguientes hipotesis:
Ho= Los datos poseen una distribucion normal
Ha= Los datos no poseen una distribucion normal

Tabla 12

Prueba de Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Patron ,268 7 ,138 ,818 7 ,061
Tableta de vitamina C ,286 7 ,088 ,828 7 ,076
Extracto Etanodlico ,146 7 200" 941 7 ,649
Extracto Acuoso ,154 7 200" ,958 7 ,805

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Nota. Prueba realizada en el programa IBM SPSS Statistics. Fuente: Autor.
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En vista de que todos los datos obtenidos en la columna de significancia son mayores a
0.05, demuestran que los valores resultantes de la capacidad antioxidante de las diferentes muestras

poseen una distribucion normal, por lo tanto, se acepta la hipotesis nula.

Tras realizar la prueba de normalidad se plantea un modelo ANOVA completamente al
azar, donde el factor de entrada es el tipo de solvente (variable independiente) y el factor de salida
es la actividad antioxidante de cada extracto (variable dependiente), con un nivel de confianza del

95%. Para este modelo se aplica las siguientes hipotesis:
Ho=pl=p2=p3
Ha=pl #p2 #pu3

Figura 22

ANOVA de un solo factor en el programa Minitab 19

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Extractos 2 Acuoso; Etandlico

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Extractos 1 95,94 95,94 724 0,020
Error 12 159,10 13,26
Total 13 255,04

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

3,64121 37,62% 3242%  15,09%
Medias

Extractos N Media Desv.Est. IC de 95%

Acuoso 7 2,910 1,064 (-0,089; 5,908)

Etanodlico 7 8,15 5,04 (5,15;11,14)

Desv.Est. agrupada = 3,64121

Nota. Fuente: Autor.
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De acuerdo con el resultado obtenido en el modelo ANOVA completamente al azar, se
puede evidenciar el que valor de p es menor a 0,05; por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa
que dicta que no todas las medias son iguales. En resumen, los extractos de la pulpa de pitahaya
presentan diferencias significativas, siendo el extracto etanolico el que presenta mayor actividad

antioxidante que el extracto acuoso.

Para contrastar la actividad antioxidante de los extractos de la pulpa de pitahaya con el
patron (&cido ascorbico puro) y tableta de vitamina C (compuesto sintético), se lleva a cabo la

prueba estadistica de Dunnett.

El método de Dunnett se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para las

diferencias entre la media de un conjunto de tratamientos y la media de un tratamiento control.
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Tabla 13

Comparacion de los extractos con una solucion patron

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Actividad_Antioxidante
T de Dunnett (bilateral)?
() Muestras (J) Muestras Diferencia de Error estandar Sig.  Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior Limite superior
Extracto Patrén  -25,4935000 11,5333276 ,072  -53,156953 2,169953
Etandlico
Extracto Patrén ~ -30,7291857° 11,5333276 ,029  -58,392639 -3,065733
Acuoso
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demés

grupos con este.

Nota. Prueba de Dunnett en el programa IBM SPSS Statistics. Fuente: Autor.

Como se observa en la tabla N°13 tanto el extracto etandlico como el acuoso presentan una
diferencia significativa con solucién patron de &cido ascorbico puro. Los valores negativos en la
seccion de diferencia de medias hacen referencia a que los extractos poseen menor capacidad

antioxidante que el patron.
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Tabla 14

Comparacion de los extractos con una tableta de vitamina C

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Actividad_Antioxidante
T de Dunnett (bilateral)?
(1) Muestras (J) Muestras Diferenciade Error estandar Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior Limite superior
Extracto  Tabletade -17,5902143  8,7872835 ,107 -38,667098 3,486669
Etandlico vitamina C
Extracto  Tabletade -22,8259000° 8,7872835 ,033 -43,902783 -1,749017
Acuoso  vitamina C
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demés

grupos con este.

Nota. Prueba de Dunnett en el programa IBM SPSS Statistics. Fuente: Autor.

De igual manera en la tabla N°14 se puede evidenciar que los extractos de la pulpa de
pitahaya muestran diferencias significativas con la tableta de vitamina C. Los valores negativos

exponen la poca capacidad antioxidante que poseen los extractos frente un compuesto sintético.
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Conclusiones

De acuerdo con la investigacion “determinacion de la capacidad antioxidante del extracto
etandlico y acuoso de la pulpa del fruto de pitahaya (Cereus sp.), producida en la provincia de

Morona Santiago para posible uso en la industria alimentaria” se concluye lo siguiente:

Conforme a los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica o screening fitoquimico, se
observo la presencia de compuestos como lo son fenoles, taninos y flavonoides en el extracto
etandlico; en tanto que en el extracto acuoso se evidencio la presencia de saponinas, fenoles,
taninos y flavonoides. Los ensayos de los diferentes metabolitos secundarios una vez finalizados,
presentaban tonalidades ligeras, sin embargo, deben ser de una tonalidad mas intensa. En
consecuencia, se puede concluir que la pulpa de pitahaya posee pequefias cantidades de sustancias

activas que le otorgan a los extractos poca actividad antioxidante.

Por medio del método DPPH se determind la capacidad antioxidante de cada extracto,
presentando una mayor actividad antioxidante el extracto etanélico con un 14,4620% de inhibicion
del radical libre DPPH y un valor de IC50 de 128,2881 pg/mL, mientras que el extracto acuoso

obtuvo un 4,4394% de inhibicién del radical libre DPPH y un valor de IC50 de 611,0229 pg/mL.

A través de andlisis estadistico ANOVA completamente al azar se comprobd la diferencia
que existe entre el extracto etandlico y el extracto acuoso respecto a la capacidad antioxidante que
posee cada uno, se obtuvo un valor de p de 0,020 siendo menor al valor de significancia de 0,05;
razon por la cual se acepta la hipotesis alternativa. Se puede concluir que la desigualdad que existe

entre las medias de la actividad antioxidante de los extractos es significativa.
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Ademas, con el método estadistico de Dunnett se compard las medias de la actividad
antioxidante de los extractos de la pitahaya con las medias de la actividad antioxidante de una
solucion patron de &cido ascorbico puro y un compuesto sintético (tableta de vitamina C),
obteniendo como resultado valores negativos. Por lo tanto, se concluye que el acido ascorbico puro
y compuesto sintético poseen mayor capacidad antioxidante que los extractos de la pulpa de

pitahaya.

Mediante el presente estudio se concluye asi que el extracto etandlico de la pulpa de
pitahaya muestra mayor actividad antioxidante que el extracto acuoso. Ademas, que la capacidad
antioxidante de un alimento procedente de una especie vegetal estéa influenciada por el estado de
madurez de la fruta, factores genéticos y condiciones medio ambientales. Por lo cual dicha fruta
no sustituiria el uso de antioxidantes de origen sintético o a su vez se pudiese combinar con los

mismos en la elaboracion de productos dentro de la industria alimentaria.
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Recomendaciones

Tener una correcta asepsia al momento de preparar los extractos para asi evitar una
contaminacion cruzada con las muestras, pues podrian proliferar microorganismos durante el

tiempo de maceracion y conservacion de los extractos.

Proteger en todo momento los extractos y reactivos utilizados en el método de DPPH contra
la luz, mediante la utilizacion de papel aluminio. Exponer las muestras y reactivos el menor tiempo

posible cuando se lleva a cabo el ensayo para evitar su degradacion a causa de la luz.

Evaluar la actividad antioxidante de muestras frescas de la pulpa de pitahaya sin recurrir al
uso de tratamientos térmicos como la evaporacion rotativa que pueden deteriorar los compuestos
bioactivos presentes en dicha fruta o a su vez recurrir a la técnica de liofilizacion pues degrada en

menor proporcion las sustancias quimicas presenten en los alimentos de origen vegetal.

Se recomienda estudiar la capacidad antioxidante de la pitahaya utilizando los residuos

como la céscara para ampliar la bibliografia existente.

Determinar la capacidad antioxidante de la pitahaya mediante diferentes tipos de solventes

como por ejemplo una solucién hidro-alcohélica, metanol entre otras.

Determinar la capacidad antioxidante de la fruta de pitahaya mediante la evaluacion por

diferentes métodos espectrofotométricos como son los siguientes: ABTS y ORAC.

Se recomienda continuar con el estudio de la actividad antioxidante de las diferentes

variedades de pitahaya cultivadas en distintas zonas del Ecuador.
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Anexos

Anexo 1 Lista de abreviaturas

pmol ET pmol Equivalentes de Trolox

ABTS acido 2,2", azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico

ANOVA Andlisis de la varianza

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

Ha Hipdtesis alternativa

Ho Hipdtesis nula

IC50 Concentracion minima necesaria para inhibir al 50% del radical libre DPPH
mM Milimolar

nm Nanometro

ORAC Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
ppm Partes por millon

ROS Especies reactivas del oxigeno

rpm Revoluciones por minuto

UV-VIS Luz ultravioleta visible

Valor p Significacion estadistica.
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Anexo 2 Preparacion de los extractos

Figura 23

Pesaje de la muestra

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

Figura 24

Extracto etandlico

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica
Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
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Figura 25

Centrifugacion de las muestras

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

Figura 26

Extracto libre de impurezas

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
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Figura 27

Evaporacion rotativa al vacio

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
Figura 28

Volumen final del extracto etandlico

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
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Anexo 3 Reactivos

Figura 29

Radical libre DPPH

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

Figura 30

Acido ascérbico puro

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

85



Anexo 4 Método DPPH

Figura 31

Disolucién del extracto acuoso

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.

Figura 32

Disoluciones en diferentes fracciones

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
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Figura 33

Inhibicion del radical DPPH

Nota. Fotografia tomada en los laboratorios “Ciencias de la Vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana Sede Cuenca. Fuente: Autor.
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