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RESUMEN

El aumento frecuente de desechos agroindustriales ha generado problemas ambientales,
sociales y econdmicos, por lo que el proposito del presente trabajo de titulacion es evaluar
la concentracion de metabolitos secundarios (polifenoles y curcuminoides), ademas de
determinar la actividad antioxidante presentes en los residuos generados en la destilacion
del aceite esencial de Curcuma longa. La investigacion se desarrollé en los Laboratorios
de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, lugar donde se destil6 el
aceite esencial de C. longa con la ayuda de un destilador Clevenger obteniéndose el
hidrolato y el pastel residual en el cual se ejecut6 la determinacion de metabolitos y la
evaluacion de actividad bioldgica. La concentracion de curcuminoides en el residuo fue
de 51,750 + 0,06 mg/g, en el caso de los polifenoles esta fue de 0,669 + 0,042 mg/g. La
evaluacion de la actividad antioxidante por los métodos espectrofotométricos del DPPH
y ABTS mostraron valores de Clso de, 13,3 pg/ml y de 7,0 pug/ml respectivamente,
empleando como solvente extraccion etanol al 90%. Los resultados resaltan que en el
caso de los curcuminoides la pérdida de estos en el residuo fue muy baja, lo contrario
sucede con los polifenoles. En el caso de actividad antioxidante podemos apreciar que la
misma se mantiene alta. La investigacion nos entrega un residuo que mantiene aun altas
cantidades de curcuminoides que pueden ser empleadas posteriormente en varias

actividades industriales.
Palabras clave: Residuo agroindustrial, Curcuma longa, curcuminoides, actividad

antioxidante.



ABSTRAT

The frequent increase of agro-industrial waste has generated environmental, social and
economic problems, so the purpose of this titration work is to evaluate the concentration
of secondary metabolites (polyphenols and curcuminoids), as well as to determine the
antioxidant activity present in the waste generated in the distillation of the essential oil of
Curcuma longa. The research was carried out at the Life Sciences Laboratories of the
Salesian Polytechnic University, where the essential oil of C. longa was distilled with the
help of a Clevenger distiller, obtaining the hydrolate and the residual cake in which the
determination of metabolites and the evaluation of biological activity were carried out.
The concentration of curcuminoids in the residue was 51.750 £ 0.06 mg/gram, in the case
of polyphenols it was 0.669 + 0.042 mg/gram. The evaluation of the antioxidant activity
by DPPH and ABTS spectrophotometric methods showed ICso values of 13.3 pg/ml and
7.0 pg/ml, respectively, using 90% ethanol as extraction solvent. The results highlight
that in the case of curcuminoids the loss of these in the residue was very low, the opposite
happens with polyphenols. In the case of antioxidant activity, we can see that it remains
high. The research gives us a residue that still maintains high amounts of curcuminoids

that can be used later in various industrial activities.

Key words: Agro-industrial residue, Curcuma longa, curcuminoids, antioxidant activity.
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Introduccion

El aceite esencial de este rizoma posee propiedades farmacoldgicas entre ellas:
antidiabéticas, antinflamatorios, antidiarreicas, diuréticas, antirreumaticas, antioxidantes,
antimicrobianas, antivirales, insecticidas, entre otras (Arévalo & Sanaguano, 2021).
Dichas propiedades se atribuyen a la bioactividad de los compuestos producto de las rutas
metabolicas secundarias de la Curcuma longa. Generalmente a la fraccion no volétil de
la especie, contiene principios activos de naturaleza fenodlica, destacando a los
curcuminoides, colorantes polifendlicos, que han demostrado tener propiedades

medicinales muy importantes (Pérez & Carril, 2014).

Estudios sobre el aceite de la circuma condujeron a la identificacion de monoterpenos y
sesquiterpenos, siendo a-felandreno, sabineno, cineol, borneol, zingibereno y Ar-, a- y B-

turmerona los mas destacables(Andrés, 2018).

Usar los residuos agroindustriales genera beneficios para el ambiente y la sociedad,
debido a que, al reciclarse ayudan con la prevencion de la contaminacion y la
recuperacion de ecosistemas alterados, ademas estos pueden ser utilizados como materia
prima para la elaboracién de nuevos productos con valor comercial (Mendoza &
Martinez, 2018; Vargas & Peréz, 2018). Con las nuevas tecnologias se puede rescatar y
dar sustentabilidad a la elaboracion de elementos de alto valor agregado, los cuales
pueden ser utilizados a nivel industrial. Los residuos agroindustriales presentan un gran
potencial para ser utilizados en procesos de trasformacion quimica, microbiologia o
extraccion directa, pertenecientes a los procesos de la rama de la Biotecnologia que por
su factibilidad de adquisicion, su composicion nutricional y su bajo precio, son fuentes

de nitrégeno, carbono y minerales, pudiendo ser utilizados para obtener nuevos



ingredientes alimenticios, biocombustibles, alimentos para animales, antibidticos,

enzimas y produccion de composta (Mendoza & Martinez, 2018).

Ademas, sirve utilizar este material como solucion a problematicas medioambientales
como la contaminacion del suelo y de fuentes hidricas por vertimiento de hidrocarburos
y efluentes textiles contaminados con metales pesados que contienen compuestos
emergentes o de dificil remocidn, en general la utilizacion de residuos agroindustriales es
una alternativa de tratamiento innovador, eficiente y de bajo costo, ademas que se emplea

materiales de amplia disponibilidad y poco aprovechados (Vargas & Peréz, 2018).

De manera especifica en Ecuador, la fundacién Chankuap, se dedica a la extraccion de
aceites esenciales de Curcuma longa también conocida como yuquilla a través de
destilacion por arrastre de vapor, generando varios kilogramos de residuo por cada

proceso de extraccion.

En los residuos recuperados luego de la destilacién fueron evaluados la concentracion de
curcuminoides, polifenoles totales y se determind la actividad antioxidante por los
métodos espectrofotométricos DPPH y ABTS. La finalidad es la de poder reutilizar los

residuos como una materia prima medicinal e industrial.



1 Marco teorico

1.1 Generalidades, taxonomia y morfologia de la Curcuma longa L.

La cdrcuma es una especie vegetal aromatica originaria en el sudeste de Asia sin embargo
se cultiva en grandes extensiones en zonas subtropicales y tropicales de Austriay América
del Sur (Dosoky & Setzer, 2018), a nivel mundial es reconocida por mejorar la coloracién
de las comidas. El ciclo de cultivo de esta especie depende de la aportacion de nutrientes
0 cuidados que a la misma se le otorgue, alcanzando alturas que varian entre 55 cm a 1
m, las hojas son alargadas de forma acerrada oblonga, conectadas por un peciolo de 20 a
70 cmy el ancho de la hoja es de 10 a 18 cm, las inflorescencias son de color blanco en
la base y rosa claro en el restante estas logran una anchura de 5,5 cm y una longitud de
20 cm, los frutos tienen forma de capsula y el interior con 3 divisiones, finalmente los
rizomas con un cuerpo principal bulbo o curcuma redonda del cual surgen varias
ramificaciones secundarias denominadas dedos (Omonte, 2022) la parte interior es de
color rojo- anaranjado- amarilla y mientras que la epidermis de color café claro (Cruz,

2022).

En la siguiente tabla (Tabla 1) se describe la clasificacion botéanica de la Curcuma longa

L.

Tabla 1 Clasificacion Botanica de C. longa

Clasificacion botanica de Curcuma longa L

Filo Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae




Orden Zingiberales

Familia Zingiberaceae
Genero Cdrcuma
Especie Curcuma longa

Fuente: (Montafio, 2004)

Normalmente estas se desarrollan a temperaturas que varian entre 20 a 30°C durante el
dia'y la noche, requieren de 12 a 13 horas luz en campos abiertos, con suelo franco, fértil,

sin pedregosidad, con materia organica, pH de 5-6 y buen drenaje.

Segun Soleimani et al., (2018) los beneficios de la circuma son:

Eliminacién de nematodos

e Disminuye el contagio de enfermedades parasitarias
e Mejora la circulacion sanguinea

e Libera gases intestinales

e Ayuda a la expulsion de secreciones nasales,

e Estimula el cuerpo,

e Reductor de inflamacion muscular

e Alivia los dolores estomacales,

e Mejora la apariencia de la piel.

1.2 Componentes quimicos de la Curcuma longa

Zhang et al., (2017) alude que hasta el 2017 se han identificado 235 compuestos en
Curcuma longa como una oleorresina que consta de dos partes, una ligera que contiene

aceites esenciales y una pesada de color café que contiene curcuminoides. En el AE



extraido del rizoma prevalecen los monoterpenos y sesquiterpenos especialmente

zingibereno, artumerona, a-turmerona, 3-turmerona y germacrona.

Segun Omonte, (2022) C. longa posee un conjunto de compuestos fenolicos denominados
curcuminoides, donde el principal y mas estudiado compuesto fendlico es la curcumina,
este junto con demetoxicurcumina y bisdesmetoxicurcumina también compuestos

polifendlicos constituyen el complejo azafran indio 5 con las siguientes caracteristicas:

Sustancia de bajo peso molecular (369,37 g/mol)

e pH en color: amarillo de 2,5 a 7 (medio acido) mientras que en color rojo >7
(medio bésico)

e punto de fusion a 183°C

e soluble en solventes organicos como: acetona, etanol, dimetilsulfoxido, metanol,

hexano.

El rizoma de C. longa esta compuesta por 3,5% de minerales (manganeso, selenio, calcio,
cobalto, cromo, boro, cobre), 5,1% en grasas, 6,3% en proteinas y 69,4% en
carbohidratos; poseen también &cido fendlico y flavonoides siendo promotoras en
aplicaciones médicas, ademas la curcumina posee accidn antimicrobiana y antiviral

(Dosoky & Setzer, 2018; Perez & Carril, 2014).

1.2.1 Polifenoles

Son compuestos que se originan principalmente en las plantas debido a que se sintetizan
en gran cantidad, estas moléculas presentan uno o varios anillos fenélicos en su estructura
molecular; existen varias clases y subclases, sin embargo, los grupos principales son:

acidos fenolicos que son derivados del acido hidroxibenzoico o del &cido



hidroxicinamico, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifionez et al.,

2012).
Polifenoles presentes en la Curcuma longa L.:

En la tabla 2 se puede observar los componentes polifendlicos de la Curcuma longa L.

que fito-quimicamente se consideran como principales:

Tabla 2 Principales componentes polifendlicos presentes en la Curcuma longa L.

Componente Porcentaje
Curcumina 50-60%
Demetoxicurcumina 20-30%
Bisdemetoxicurcumina 7-20%
Ciclocurcumina <3%

Fuente: (Quifionez et al., 2012)

En la figura 1 se podemos observar la estructura quimica de los compuestos polifenolicos

presentes en la Curcuma longa.
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polifenoles en Curcuma longa L.

Fuente: (Fernandez, 2021)

Siendo la curcumina la cual presenta actividad antioxidante (Cosquillo et al., 2020;

Fernandez, 2021; Perko, 2022)

1.2.2 Curcuminoides

La curcumina es considerada el principio activo de la circuma, sin embargo, existen 5
tipos mas que se encuentran en medianas cantidades como lo son diferuloimetano, bis-

desmetoxicurcumina, curlona, dihidroxiturmerona, dihridoxicurcumina.

La curcumina es el principal componente del rizoma de la circuma, es considerado un compuesto

fendlico y se utiliza especialmente como especia o colorante en la medicina china (Machado et

al., 2019).
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Figura 2 Estructura quimica de los polifenoles en Curcuma longa L.

Fuente: (Fernandez, 2021)

(Dosoky & Setzer, 2018) menciona que ha logrado identificar en el aceite esencial de la

crcuma varios de sus constituyentes como:

e ar-turmerona, o-turmerona y B-turmeronaen grandes cantidades,

e o-zingiberene, curlone, ar-curcumene, o-santalene, santalenone, [3-
sesquiphellandrene, (Z)-B-ocimeno, B-bisaboleno, B-cariofileno, o-felandreno,
(2)-B-farneseno, o0xido de humuleno, B-selineno, 6xido de cariofileno, (E)-y-

atlantona, 1,8-cineol y terpinoleno, en cantidades considerables

1.2.3 Actividad antioxidante

La curcumina tiene propiedades antioxidantes que favorece la eliminacion de los
radicales libres e inhibe la peroxidacion lipidica, protegiendo asi a la célula de
macromoléculas incluyendo al ADN de procesos de dafio oxidativo (Biason, 2021),
también tienen la capacidad de quelar metales como el zinc, cobre y el hierro, los cuales
son los principales elementos en generar radicales libres, esta propiedad se debe a la
estructura fenolica que presenta la curcumina, asi como la posicion y el namero de grupos

hidroxilos (Fernandez, 2021).



1.3 Aceite esencial

Los aceites esenciales son sustancias liquidas aceitosas extraidas de partes de especies
vegetales presentes en tejidos y o6rganos de frutos, flores, hojas, tallo, raiz, semilla,
corteza, poseen caracteristicas aromaticas, volatiles y no grasos, son conocidas
principalmente por su capacidad antimicrobiana y antioxidante y por su diversa actividad
bioldgica, utilizadas con frecuencia en industria farmacéutica y alimenticia (Medina,

2022).

Los aceites esenciales son conocidos por las diversas actividades bioldgicas que poseen,
incluidas las propiedades antimicrobianas y antioxidantes, y se han utilizado durante

mucho tiempo en productos farmacéuticos y cosméticos.

1.3.1 Clasificacién de aceites esenciales

Segun el libro de procedimientos para la extraccion de aceites esenciales en plantas

aromaticas (Rodriguez et al., 2012), se clasifican por consistencia:

e Esencias fluidas que son liquidos fluidos a temperatura ambiente.
e Balsamos son poco volatiles y espesas con tendencia a sufrir polimerizacion.

e Oleorresinas son liquidos muy viscosos, con aroma concentrado a planta
Por origen:

e Naturales: son obtenidas directamente del 6rgano o tejido de la planta y no sufren
posteriores alteraciones fisicas ni quimicas, debido a su rendimiento son muy
costosas.

e Artificiales: se logran tras un proceso de enriquecimiento de la misma esencia con
uno o varios de sus componentes.

e Sintéticos: se obtienen mediante procesos de sintesis quimicas.



1.3.2

1.3.3

Tipos de destilacion de aceites esenciales

Extraccion con fluidos supercriticos: se utiliza dioxido de carbono a condiciones
controladas que permite una rapida inmersion dentro del material vegetal y por
resultado se logra remover el solvente y el producto deseado (Medina, 2022).
Extraccion por prensado: se somete al fragmento vegetal a una fuerza mecéanica
que exprime el aceite esencial, que finalmente se filtra y purifica (Palacios &
ZUlfiga, 2022).

Enfleurage: se utiliza grasas naturales para suavizar la fraccion vegetal a una
temperatura constante, se agrega gran cantidad de partes vegetales y alcohol hasta
obtener el producto, se logra obtener un 80% de rendimiento (Medina, 2022).
Extraccion por arrastre con vapor: se utiliza vapor en condiciones especificas de
sobrecalentamiento, asi el material vegetal y agua se encuentran en contacto
directo generando el vapor que por condensacion se separa el aceite del agua

(Medina, 2022; Palacios & ZUfiga, 2022).

Efectos ambientales de los residuos

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura

(FAO) estima que a nivel mundial se desecha la tercera parte de residuos agroindustriales

aproximadamente, razén por la que en los ultimos afios se ha visto el interés de varios

investigadores desarrollar estudios y a su vez productos en base a estos rechazos a bajo

costo minimizando el impacto ambiental, y promocionando cultura de cuidado medio

ambiental (Cabascango et al., 2021).

En Ecuador se considera que uno de los lideres de la economia es el sector agricola, a

pesar de todo, no exime la generacion de consecuencias ambientales. Los residuos

agroindustriales son de naturaleza organica generalmente semisolida, pequefias porciones
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son utilizadas para la elaboracion de alimentos para animales, obtencion de energia por
procesos de combustion, preparacion de compost, entre otros productos, sin embargo, la
mayor parte de estos residuos son quemados a campo abierto ocasionando dafios severos
a medios abioticos, bidticos, ademas de ocasionar problemas socioecondémicos (Silva et

al., 2021).

1.4 Técnicas de evaluacion de metabolitos en C. longa

1.4.1 Ensayo Folin- Ciocalteu

Segun Lugo et al., (2014) & Omonte, (2022) este método es utilizado para cuantificar el
contenido de polifenoles totales, para el mismo se prepara soluciones de diferentes

concentraciones de &cido tanico (20, 30, 40, 60, 80) ug, los resultados se expresan en:

mg C76H52046/
g de peso fresco

1.4.2 Espectrofotometria

Segin Moya, (2021) la espectroscopia UV-Visible se fundamenta en la radiacion
electromagnética que una muestra puede absorber o transmitir en rango UV-Vis. El rango
de longitudes de onda que corresponden a esta region esta establecido de entre 195-450
nm, en este rango se pueden identificar grupos funcionales con estructuras de almenas un
doble enlace, dobles enlaces aislados, triples enlaces, grupos carbonilos entre otros. En la
region visible nos arroja como resultado la onda del color de la muestra que se esta
transmitido mas no que absorbe. La curcumina es responsable del color amarillo
caracteristico de la curcuma por ende es considerado un compuesto cromoforo, el rango

para la absorcion de luz se establece entre 400-550 nm.
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1.5 Evaluacion de actividad antioxidante

1.5.1 Método DPPH

Método con el que se manifiesta la presencia de antioxidantes por cambio de coloracion,
se basa en la reduccién de la absorbancia medida a 515 nm del radical 2,2-difnil-1-

picrilhidracilo (DPPH) (Lugo et al., 2014).

1.5.2 Meétodo ABTS

Con este método se evalUa la actividad antioxidante que posee los residuos de Aceite
esencial de C. longa, se basa en la reduccion de la coloracion (verde/azul) producida por
la reaccion del radical acido 2,2- azino-bis-3etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) con

el antioxidante presente en la muestra (Lugo et al., 2014).

2 Materiales y métodos

2.1 Localizacién

El presente trabajo de investigacion se realizo en los laboratorios de Ciencias de la Vida
de la Universidad Politécnica Salesiana campus el Girdon, ubicado en Av. Isabel la

Catolica N.23-52 y Madrid, Quito - Ecuador.

2.2 Material Vegetal

Los rizomas de Curcuma longa L. fueron adquiridos en el mercado de Puembo, ubicado

en el canton Quito, parroquia Puembo.
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2.3 Destilacion del aceite esencial de Curcuma longa L.

A escala de laboratorio se utiliza el método de extraccion de aceites esencial por arrastre
de vapor mediante el aparato tipo Clevenger ilustrado en la figura 3, que consiste en un
sistema cerrado, donde se coloca el material vegetal troceado y agua hasta los % de
capacidad del recipiente, a este se le somete a calentamiento durante el tiempo que dura
el proceso de la extraccion. El agua al ebullir genera vapor que al entrar en contacto con
el material vegetal extrae los componentes volatiles, asi este complejo fluye hasta el
condensador, se condensa y se enfria hasta temperatura ambiental, y al salir forma una
emulsién liquida inestable la cual se separa con la trampa Clevenger que desplaza el agua

y favorece la acumulacion del aceite (Gonzales, 2019).
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Los productos obtenidos tras la extraccion del aceite esencial son: el Aceite esencial de
carcuma, el hidrolato y el pastel agroindustrial, donde la materia prima para esta
investigacion es el udltimo, debido a que varias industrias desechan este material,

generando dafio ambiental.

d~«\.l )

Figura 3 Destilador Clevenger
Fuente: (Gonzalez et al., 2015)

Se realizé una replicacion a baja escala del proceso de destilacion de aceite esencial de
Curcuma longa L. de la fundacion “Chankuap Recursos para el futuro”, se llevo a cabo
una destilacion por arrastre de vapor con ayuda de un destilador Clevenger utilizando 80
g del rizoma finamente picado, 200 mL de agua destilada, el proceso se realiza durante 8

horas seguidas.
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2.4 Cuantificacion y procesamiento de la biomasa

Una vez finalizado el proceso de destilacion por arrastre de vapor se obtuvo la biomasa y
el aceite esencial. Para la presente investigacion se utiliz6 la biomasa en la que se observé
el hidrolato y el pastel residual, se procedié a separar ambos residuos con ayuda de un
colador para facilitar el proceso de secado, proceso que se realizara en una estufa marca

ESCO_OFA-54-8 a 60 °C durante 12 horas a 60 °C.

2.5 Cuantificacion de curcumina total

La curcumina es la responsable de la coloracién naranja del rizoma de circuma, (Castillo,
2021) es soluble en solventes organicos tales como alcohol metilico y acetona, segun
Goel, (2008) por espectrofotometria la absorbancia méaxima para cuantificar

curcuminoides es de 430 nm.

2.5.1 Preparacion de la curva de calibracion

Para la curva de calibracion se prepard una solucion madre de 1000 ppm, con 10 mg de
carcuma y se aforé a 10 mL con metanol, se realizaron soluciones de (0; 0,5; 1; 2,5; y 5)

mL de la solucion madre y aforé a 10 mL con alcohol metilico.

Se midio la absorbancia de la curva patron a 425 nm en el espectrofotdometro UV-vis

marca JASCO_V-730, tomando en cuenta que las diluciones més bajas se miden primero.

2.5.2 Preparacion de la muestra

Para la muestra se disolvié 0,1 g del residuo en 25 mL de metanol, se llevo a reflujo

durante 60 minutos, se filtro y afor6 a 25 mL con alcohol metilico.

Se cuantificd curcuminoides totales con el espectrofotometro UV-VIS marca JASCO_V-

730, a 425 nm, utilizando como blanco metanol.
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2.6 Cuantificacion de polifenoles totales

2.6.1 Preparacion del reactivo de Folin-Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu es usado para cuantificar fenoles totales en
especies/productos vegetales, los compuestos fenolicos reaccionan dando una coloracién
azulada que puede ser medida a 765 nm en un espectrofotometro UV-VIS (Garcia et al.,
2015). Se preparé el reactivo de Folin-Ciocalteu pesando 10 g de tungstato de sodio, 0,2
g de &cido fosfomolibdico, 5 mL de acido fosforico al 85% y 75 mL de agua destilada;
Se disolvio todos los materiales en el agua destilada, se llevo a reflujo durante 2 horas
dentro de una Sorbona marca Casaria Areditecnici-BREVETTATO, pasado este tiempo
se afor6 a 100 mL con agua destilada, se filtro y reservé en refrigeracion en un frasco

ambar.

2.6.2 Preparacion de la curva de calibracion

Se preparo la curva de calibracion con 5 soluciones de acido galico 0,1 mg/mL.: (0,1; 0,2;
0,5; 1 y 2) mg mas 10 mL de etanol absoluto, se realizaron las soluciones patrén
agregando 0,05 mL de las soluciones en frascos ambar para evitar la degradacion junto
con 3,95 mL de agua destilada y 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu, también se

realizd un blanco con 4 mL de agua destilada y 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu.

Se dejé reposar durante 2 minutos y se agregé 0,75 mL de Na.CO: al 20% tibio, se dejo6
reposar durante 2 horas en completa oscuridad, y se procedié a medir la absorbancia en
el espectrofotometro UV-VIS marca JASCO_V-730 a 764 nm en celdas de plastico. Las

cantidades seran descritas en la tabla 3.

Tabla 3 Preparacion de las soluciones para determinacion de polifenoles totales
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Muestra Sn de Acido Reactivo de Folin- Agua destilada Na.COs (mL)
galico (mL) Ciocalteu (mL) (mL)

Blanco - 0,25 4,00 -
Estandar 1 0,05 0,25 3,95 0,75
Estandar 2 0,05 0,25 3,95 0,75
Estandar 3 0,05 0,25 3,95 0,75
Estandar 4 0,05 0,25 3,95 0,75
Estandar 5 0,05 0,25 3,95 0,75

Elaborado por: Las autoras, 202

2.6.3 Preparacion de la muestra

Se prepararon lo extractos de Curcuma longa L. utilizando 100 mg de la especie vegetal

con 10 mL de etanol en diferentes concentraciones: 20%, 50%, 90%. Se sometieron los

extractos a ultrasonido durante 20 minutos y se realizd un filtrado con jeringa para

eliminar impurezas.

Preparamos 3 soluciones con 0,05 del extracto, 3,95 mL de agua destilada, 0,25 del

reactivo de Folin-Ciocalteu, se esperaron 2 minutos y se agregaron 0,75 mL de NaxCOs

al 20% tibio, inmediatamente se procedi6 a medir la absorbancia en el espectrofotometro

UV-VIS marca JASCO_V-730 a 764nm en celdas pléasticas.

2.7 Evaluacion de la actividad Antioxidante

2.7.1 Método DPPH

Para la determinacion de la actividad antioxidante por el método del DPPH, se elaboré de

la solucion de 1x10* M de DPPH para lo que se pesé 9,86 mg de DPPH en una balanza
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analitica marca Mettler Toledo-MEZ04T/00 y se procedio a aforar a 250 mL con etanol

absoluto.

Preparacién de la muestra

Se prepararon soluciones de 100 mg de la especie vegetal con 10 mL de etanol a diferentes
concentraciones (20%, 50% y 90%) colocamos en frascos ambar cubiertos con papel
aluminio para evitar la degradacion, se llevo al ultrasonido durante 20 minutos y se realizé

un filtrado con jeringa para eliminar impurezas.

Se toma como blanco etanol absoluto, para la preparacion de la curva de calibracion se
realizd una solucion madre de 200 ppm de &cido ascérbico (2 mg del reactivo en 10 mL

de etanol), se realizaron 7 soluciones, tomando las cantidades descritas en la tabla 4.

Tabla 4 Curva de calibracion - control positivo DPPH

Solucion Ac. ascorbico (uL) | Etanol 96% (uL) DPPH (mL)
A - 200 1,8
B 5 195 1,8
C 10 190 1,8
D 20 180 1,8
E 50 150 1,8
F 100 100 1,8
G 200 - 1,8

Elaborado por: las autoras, 2022
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Para la lectura de los extractos se realizaron 7 soluciones de las muestras antes realizadas,
las cantidades utilizadas para la preparacion de las mismas se describen a continuacion

en la tabla 5.

Tabla 5 Preparacion de los extractos de DPPH

Solucion Ext. vegetal (L) Etanol 96%(uL) DPPH (mL)
A - 200 1,8
B 5 195 1,8
C 10 190 1,8
D 20 180 1,8
E 50 150 1,8
F 100 100 1,8
G 200 - 1,8

Elaborado por: las autoras, 2022

Los extractos preparados se colocaron en frascos ambar, para luego llevarlos a agitacién
durante 30 minutos a 1200 rpm en el Shaker orbital Thermo Scientific-4310. Los
estandares y las muestras se midieron en el espectrofotometro UV-vis JASCO V-730 a

517nm (L6pez, 2004).

Se calculo el porcentaje de inhibicion de la oxidacion por medio de la ecuacion tomada

de Correa, (2012)

AB — AM
%INH = (———

x 100
AB )
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Donde:

% INA = % de inhibicion del radical ABTS

AB = absorbancia del blanco

AB = absorbancia de las muestras

2.7.2 Método ABTS

Preparacion de la muestra
En balones de aforo de 10 mL cubierto con papel aluminio, se prepararon 3 soluciones de
100 mg de la especie vegetal con 5 mL de etanol en diferentes concentraciones: 20%,

50%, 90%, se llevo al ultrasonido por un tiempo de 20 minutos y se realiz6 un filtrado

con jeringa para eliminar impurezas.

Preparacion de la solucion madre

Se prepard una solucién madre de ABTS 2 mM, para lo que se pesé 27,5 g de ABTS en
una balanza analitica Mettler Toledo-MEZ04T/00 y se afor6 a 25 mL con agua destilada.

La solucién obtenida logré un color azulado y se mantuvo estable por 48 horas.

Preparacion de la solucion de K2S20s

Se prepard una solucion de K»S;Og (persulfato de potasio) 70 mM, para lo que se peso
188.2 mg de K2S,0g en una balanza analitica Mettler Toledo-MEZ04T/00 y se aforé a 10

mL con agua bidestilada.

Preparacién del ABTS radicalizado

Para radicalizar el ABTS se partio de la solucion madre de ABTS y se afiadié 250 L de
K2S20g, se agitd en el vortex y se guardo en obscuridad durante 6 horas para que se

radicalice.
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Pasado este tiempo se tomo 2 mL del ABTS radicalizado y se agregé etanol absoluto
(aproximadamente 80 mL) hasta obtener una absorbancia de 0,70 £ 2 a en 734 nm de

longitud de onda (Lopez, 2004).

Para la preparacion del blanco se tom6 2,7 mL de la solucion preparada ABTS y se afiade

0,3 mL de etanol absoluto, se procedié agitar.

La curva de calibracion se obtuvo a partir de una solucion madre de 200 ppm de acido

ascorbico, se realizaron 7 soluciones, tomando las cantidades descritas en la tabla 6.

Tabla 6 Curva de calibracion - control Positivo ABTS

Solucién Ac. ascorbico (uL) | Etanol 96% (uL) ABTS (mL)
A ] 200 18
B 5 195 1,8
C 10 190 1,8
D 20 180 1,8
E 50 150 1,8
F 100 100 1,8
G 200 - 1,8

Elaborado por: Las autoras, 2022

Para la preparacion de los extractos se realizaron 7 soluciones de cada muestra, las
cantidades utilizadas para la preparacion de las soluciones de ABTS se describen en la

tabla 7

Tabla 7 Preparacion de extractos de ABTS
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Solucién Ext. vegetal (uL) Etanol 96%(uL) ABTS (mL)
A - 200 18
B 5 195 1,8
C 10 190 1,8
D 20 180 1,8
E 50 150 1,8
F 100 100 1,8
G 200 - 1,8

Elaborado por: las autoras, 2022

La absorbancia para el blanco, la curva de calibracién y los extractos se midio en el

espectrofotébmetro UV-vis JASCO_V-730, a 734 nm.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la oxidacién por medio de la ecuacién descrita

por Omari et al., (2019)

Donde:

% INA = % de inhibicion del radical ABTS

AB = absorbancia del blanco

AB = absorbancia de las muestras
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3 Resultados y discusion

3.1 Cantidad de residuos recuperados de la destilacion

La fundacién “Chankuap recursos para el futuro” procesa en cada destilacién 400 Kg de
Curcuma longa L. para elaborar aceite esencial de la misma, Al ser un proceso a baja
escala se realizé la destilacion con 80 g de Curcuma longa L, luego del proceso de
destilacién se obtuvo el aceite esencial y la biomasa (Pastel residual e hidrolato), en la

tabla 8 se describen las cantidades recuperadas de cada muestra.

Tabla 8 Cantidad recuperada de Biomasa 'y AE

Muestra Aceite esencial Pastel residual (g) | Hidrolato (mL)
(mL)
Destilacion 1 0,60 76,08 196,00
Destilacion 2 0,45 77,10 194,00
Destilacion 3 0,49 76,90 193,00
Destilacion 4 0,57 76,94 196,00

Elaborado por: Las autoras, 2022

Se determino el peso seco y el porcentaje de humedad obtenido de cada muestra de pastel

residual, los valores obtenidos se indica en la tabla 9.

Tabla 9 Peso seco y % de humedad
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Muestra Pastel residual (g) Peso seco (g) % Humedad
(MC)
Destilacion 1 76,08 8,93 4,32%
Destilacién 2 77,10 9,46 5,51%
Destilacion 3 76,90 8,96 6,64%
Destilacion 4 76,94 9,24 4,71%

Elaborado por: Las autoras, 2022

3.2 Contenido de curcuminoides

La curcumina es el principal componente de la circuma estando presente en la planta en
un 77%, es soluble en etanol, metanol y &cido acético y es insoluble en agua (Sanchez et
al., 2022). Al analizar los residuos de curcuma provenientes del proceso de destilacion
por arrastre de vapor con curcuma fresca, se observo que la cantidad de curcuminoides
presentes no se ve disminuida luego del proceso de destilacion. La cantidad de
curcuminoides presentes en el rizoma fresco es de x=52,550 = 0,263 mg/g (tabla 10)

mientras que en los residuos tuvimos una media de x= 51,750 + 0,065 mg/g (tabla 11).

Tabla 10 Curcuminoides presentes en el polvo de circuma fresca
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Muestra Porcentaje (%) Cantidad curcuminoides X
(mg/g) (mg/g)
1 5,330 53,300
2 5,250 52,500
52,550 + 0,263
3 5,210 52,100
4 5,230 52,300

Elaborado por: las autoras, 2022

Tabla 11 Cantidad de curcuminoides en los residuos provenientes de la destilacion

Muestra Porcentaje (%) Cantidad curcuminoides X
(mg/g) (mg/g)
1 5,170 51,700
2 5,190 51,900
51,750 + 0,065
3 5,180 51,800
4 5,160 51,600

Elaborado por: las autoras, 2022

En una investigacion realizada por Freire & Vistel (2015) se obtuvo una concentracion

de curcumina de 62,330 mg/g en curcuma fresca, no existe una degradacion significativa

de este componente en relacion con nuestros datos debido a que segin Garcia (2018), la

curcumina es estable a temperaturas moderadas, entre los 170-180 °C, al estar a altas

temperaturas se degrada un 10% de la curcumina inicial en otros compuestos tales como

vainillina, guayacol y el isoeugenol.
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3.3 Contenido de Polifenoles

En la tabla 12, se observan los valores obtenidos en las muestras, considerando que al
90% se obtuvo la concentracion de fenoles totales mas alta, ya que a medida que se
aumenta el grado alcohdlico, los compuestos fendlicos son extraidos en una mayor

concentracion (Alvis et al., 2012).

Segun Correa, (2015) en muestras frescas de cdrcuma obtuvieron 53950 ug/g, por lo que
la perdida de polifenoles fue alta, ya que este compuesto es termosensible y segun Luna
etal., (2016) luego de 10 minutos a temperaturas superiores 70°C existe una degradacion

acelerada de los fenoles totales (Sepulveda et al., 2019).

Tabla 12 Contenido de polifenoles totales

Muestra al 20% Muestra al 50% Muestra al 90%

Concentracion
107,356 + 20,454 435,422 + 50,901 659,178 + 42,463

(Mg/9)

Elaborado por: las autoras, 2022

3.4 Actividad Antioxidante

Segin Omonte (2022) la actividad antioxidante de la clrcuma es dada gracias a los,
polifenoles presentes en la composicion quimica del rizoma, especialmente por la
curcumina. EI método DPPH es el mas preciso para evaluar la oxidacion de las muestras

(Canelo, et al., 2017).

Tabla 13 Valores Clso DPPH y ABTS+

Clso pg/mL

MUESTRA DPPH ABTS
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ACIDO ASCORBICO 5,7 3,0

MUESTRA AL 50% 17,2 12,0

MUESTRA AL 90% 13,3 7,0

Elaborado por: Las autoras, 2023

3.4.1 Método DPPH
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o
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Figura 3 Analisis estadistico de la actividad antioxidante por el método
DPPH
Elaborado por: Las autoras, 2023

Este método consiste en la aceptacion de un atomo de hidrogeno por la molécula 1,1 -
difenil -2-picrilhidrazina (DPPH) (Ruiz, 2020). Por el método DPPH los resultados se
expresan como Clsg, los valores més bajos de Clso seran los que tengan la capacidad

antioxidante mayor (Omonte, 2022).
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Los valores de Clso obtenidos en el &cido ascorbico fue de 5,7 + 0,0 ug/mL, mientras que
en las muestras al 50% se obtuvo un Clso de 17,2 = 2,0 pg/mL y en la muestra al 90%
13,3 + 1,0 pg/mL (tabla 13), La muestra al 90% presentan una mayor actividad
antioxidante frente a las muestras al 50%, esto debido a que, al estar en presencia de
etanol, existe una mayor actividad antioxidante, ya que el DPPH es insoluble en agua

(Torres 2017).

Segun Borra et al., (2013) la capacidad antioxidante del &cido ascorbico por el método
DPPH es de Cls=1,3 + 0,2 pg/mL, mientras que, el extracto metilico de circuma tuvo

un Clspde 1,1 £ 0,1 pg/mL.

Otros estudios confirman que la actividad antioxidante por el método DPPH de un
extracto de curcuma al 96% presentan un CI50 de 1,2 £ 0,1 pg/mL, mientras que un

extracto al 70% presenta un Clso de 1,7 = 0,2 pg/mL Omonte (2022).

3.4.2 Método ABTS

Como se indica en la tabla 13, los valores de Clso obtenidos en el control fueron de 3,0 +
0,0 pg/mL, mientras que en las muestras al 50% y 90% fueron de 12,0 £ 1,0 pg/mL y 7,0
+ 1,0 pg/mL respectivamente, como se indicé anteriormente, los valeres mas pequefios

de Clsp indican mayor capacidad antioxidante.
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Figura 4 Andlisis estadistico de la actividad antioxidante por el método ABTS+

Elaborado por: las autoras, 2023.

Segun Srividya et al., (2012)por el método ABTS+ el Clso obtenido del extracto etanolico

de Curcuma longa L. fue de 0,2 + 0,01 pg/mL.

Huamani (2018), indica que la capacidad antioxidante por el método ABTS tuvo un
Clso=1,5 + 0,1 pg/mL para extractos etandlicos. Por este método podemos deducir que
los componentes que dan la capacidad antioxidante al rizoma son de naturaleza lipofilica
e hidrofilica, y que la capacidad antioxidante no se ve afectada gracias a la alta presencia

de curcuminoides.

La actividad antioxidante por ambos métodos DPPH y ABTS+, muestran una alta taza

de inhibicion de la oxidacion, especialmente en las muestras con etanol al 90%.
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4 Conclusiones y Recomendaciones

Se aprecia que el proceso de destilacion de aceites esenciales, para el caso de particular
de Curcuma longa, no afecta mayormente a la concentracion de curcuminoides presentes
en el residuo que esta actividad genera. Esto se debe con seguridad a que los
curcuminoides no son moléculas que se degradan a altas temperaturas (cercanas 100 °C),

lo que hace posible que permanezcan inalterados en el pastel (residuo).

Los polifenoles (fendlicos simples, flavonoides y otros), si se ven afectados por el
aumento de temperatura, esto explica que en el residuo hayan sido detectados a bajas
concentraciones, diferentes a las que estan indicadas en la literatura cientifica en la

especie Curcuma longa.

La actividad antioxidante arroja buenos resultados como Clso, comparados con el patron
sintetico, esto con toda seguridad se debe a la alta concentracion que ain mantienen los

curcuminoides, que como es conocido son moléculas antioxidantes.

Los residuos que deja el proceso de destilacion del aceite esencial en la planta Curcuma
longa, en funcion de la presencia de curcuminoides, podrian tener un destino medicinal
que aproveche sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, un uso industrial en

funcién del potencial colorante de la curcumina y alimentario como condimento.
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6 Anexos

Anexo 1 Proceso de destilacion de la Curcuma longa L.
Elaborado por: Las autoras, 2022.
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Anexo 2 Procesamiento de los residuos.

Elaborado por: Las autoras, 2022
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Anexo 3 Reactivo Folin-Ciocalteu
Elaborado por: las autoras, 2022
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RESIUOS DE CURCUMA CURCUMA FRESCA

CURVA DE CALIBRACION CURVA DE CALIBRACION
ppm ABS PPM ABS
0 0 0 0
50 0,188 50 0,8083
100 0,4244 100 1,4300
250 1,4820 250 2,1868
500 2,7557 500 2,9520
mg de mg de
MUESTRA ABS % curcuminoides curcuminoides
/g de residuo MUESTRA |ABS % /g de residuo
1 3,0033 5,170% 51,700 REP 1 3,0969 5,330% 53,3200
2 3,0154 5,190% 51,900 REP 2 3,0464 5,250% 52,500
3 3,0072 5,180% 51,800 REP 3 3,0257 5,210% 52,100
4 2,9976 5,160% 51,600 REP 4 3,0373 5,230% 52,300
PROMEDIO 51,750 X 52,550
DESV. ESTAD.0,129 DESV. ESTAL 0,526
0,065 0,263
51,750% 0,065 52,550 * 0,263

Anexo 4 Calculos cuantificacién de curcuminoides
Elaborado por: las autoras, 2022.
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POUFENOLElS : ABSORBANCIA DE LAS MUESTRAS
CURVA DE CALIBRACION ACIDO GALICO MUESTRA 20% 50% 20%
Concentracion
mg Ac. galico Abs (ppm) BLANCO 0 0 0
BLANCO 0 0 ol IMUESTRA 1 0,1095 0,4045 0,6800
EST1 01 0,1089 1} MUESTRA 2 0,2072 0,5208 0,8019
EST3 05 02793 5
= 1 0,4989 m MUESTRA 3 0,1340 0,5097 0,9033
ESTS 2 0,9293 5ol MUESTRA 4 0,1900 0,6820 0,7387
MUESTRA (pg/g)
20% 50% 90%

MUESTRA 1 62,31 324,53 569,42

MUESTRA 2 149,16 427,91 677,78

MUESTRA 3 84,09 418,04 767,91

MUESTRA 4 133,87 571,20 621,60

PROMEDIO 107,356 435,422 659,178

DESVIACION 40,908 101,801 84,926

ESTANDAR
20,454 50,901 42,463
107,356 £ 20,454 | 435,422 +50,901| 659,178+ 42,463

Anexo 5 Calculos cuantificacion de polifenoles
Elaborado por: las autoras, 2022
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VITAMINA C

MUESTRAS
Conc mg/mL Control Muestra % Inh Ox 1C50 50% 20%
0 0 0 0 MUESTRA 1 0,0117 0,0095
0,0005 0,6298 0,5340 15,21 MUESTRA 2 0,0184 0,0130
0,001 06208 05200 1720 MUESTRA 3 0,0233 0,0137
0,002 0,6298 0,4039 35,87| 0,0058 MUESTRA 4 0,0153 0,0168
0,005 0,6298 0,1108 82,41 PROMEDIO 0.0172 0.0133
' ' ! ! DESV. ESTAND. 0,0049 " 0,003
0,01 0,6298 0,0309 95,09 0,002 0,001
0,02 0,6298 0,0294 95,33 0,0172 £0,002 0,0133 % 0,001
MUESTRA IC50 (mg/mL) |I1C50 (pg/mL)
Acido ascorbico  0,0057 £0,000 |5,7%0,0
Muestra al 50% 0,0172 + 0,002 17,21t 2,0
Muestra al 90% 0,0133 £ 0,001 13,3*1,0

Anexo 6 Célculos DPPH
Elaborado por: Las autoras, 2023
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VITAMINA C MUESTRAS
Conc mg/mL Control Muestra % Inh Ox 1C50 50% 90%
0 0 MUESTRA 1 0,0150 0,0093
MUESTRA 2 0,0140 0,0075
0,0005 0,6227 0,580 241 MUESTRA 3 0,0108 0,0062
0,001 0,6227 0,558 10,74 MUESTRA 4 0,0087 0,0060
0,002 0,6227 0,4225 32,15 0,003 PROMEDIO 0,012 0,007
0,005 0,6227 0,2408 61,33 DESV. ESTAND. 0,003 0,002
0,01 0,6227 0,1031 83,44 0,001 0,001
0,02 0,6227 0,0072 08,84 0,012 *0,001 | 0,007 £ 0,001
MUESTRA 1C50 (mg/mL) 1C50 (pug/mL)
Acido ascorbico 0,003 + 0,000 3,0+0,0
Muestra al 50% 0,012 + 0,001 12,0+1,0
Muestra al 90% 0,007 + 0,001 7,0x1,0

Anexo 7 Célculos ABTS
Elaborado por: Las autoras, 2023
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