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Summary

IBD consists of a group of inflammatory diseases that include the small intestine and colon.
The main ones are UC and CD. The causes of this disease are still unknown, with diet playing
an important role in the development of this disease. One of the alternatives for its treatment
is the use of phenolic compunds which have anti-inflammatory, anticancer and antioxidant
properties. Murta corresponds to an endemic shrub species that grows in southern Chile,
contains anti-inflammatory properties and has been used to treat diabetes. The aim of this
study was to find de best solvent mixture for the greatest obtaining of flavonoids and
anthocyanins quantified by HPLC and the greatest antioxidant capacity by ORAC and ABTS.
Extracts were made with three solvents (Ethanol, Methanol and Acetone) at concentrations
of 50 and 80% in water, which were characterized by yield (%), flavonoid content (mg eq-
quercetin-3-glucoside/g d.m) and anthocyanins content (mg eq-cyanidin-3-glucoside/g d.m)
and antioxidant capacity by ORAC (umolTE/g d.m) and ABTS (%) method. There were no
significant differences for yield, the values were between 28-39%. Regardind flavonoids and
anthocyanins, the highest value was obtained wirh 50% methanol, with values of 2,44 mg
eq-quercetina-3-glucdside (ml and 0,17 mg eq-cyanidine-3-glucosido/ml with no significant
differences between the three solvents. For antioxidant capacity, there were significant
differences for ABTS, the best value was obtained with 80% acetone. ORAC had no
significant differences but the highest value was 317 umol TE/g d.m for 50% ethanol.

In conclusion, an extract with a high antioxidant capacity and high content of anthocyanins
and flavonoids could be obtained with the three solvents under study, with 50% ethanol being

the one that obtained de highest value in antioxidant capacity



Resumen

La EII consiste en un conjunto de enfermedades inflamatorias que incluyen el intestino
delgado y el colon. Los principales son la UC y CD. Las causas de este enfermedad atin son
desconocidas, siendo la dieta un rol importante en el desarrollo de esta enfermedad. Una de
las alternativas para su tratamiento es el uso de compuestos fendlicos los cuales poseen
propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes. La murta corresponde a una
especie arbustiva endémica que crece en el sur de Chile, contiene propiedades
antiinflamatorias y ha sido utilizado para tratar diabetes. En este trabajo se quiso estudiar la
mejor mezcla de solvente para la mayor obtencion de flavonoides y antocianinas
cuantificadas por HPLC y la mayor capacidad antioxidante mediante ORAC y ABTS.

Se realizaron extractos con tres solventes (Etanol, Metanol y Acetona) a concentraciones de
50 y 80% en agua, los cuales fueron caracterizados mediante rendimiento, cantidad de
flavonoides (mg eq-quercetina-3-glucdsido/g m.s) y antocianinas (mg eq-cianidina-3-
glucosido/g m.s), capacidad antioxidante ORAC (umol TE/g m.s) y ABTS (%).

No hubieron diferencias significativas para rendimiento, los valores estuvieron entre 28-39%.
En cuanto a flavonoides y antocianinas, el valor mas alto se obtuvo con metanol al 50% los
cuales fueron de 2,44 mg eq-quercetina-3-glucosido/ml y 0,17 mg eq-cianidina-3-
glucosido/ml, no habiendo diferencias significativas entre los tres solventes. Para capacidad
antioxidante si hubieron diferencias significativas para ABTS en donde el mejor valor se
obtuvo con acetona al 80%, a diferencia de ORAC ya que no hubieron diferencias
significativas pero el valor mas alto fue de 317 umol TE/g m.s para etanol al 50%.

En conclusion se pudo obtener un extracto con una alta capacidad antioxidante y alto
contenido de antocianinas y flavonoides con los tres solventes en estudio, siendo el etanol al

50% el que obtuvo valor mas alto en capacidad antioxidante.



1. INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) consiste en un conjunto de enfermedades
inflamatorias que incluyen el intestino delgado y el colon. Los principales son la colitis
ulcerativa (UC) y la enfermedad de Crohn (CD) (Bruner et al., 2023). La primera se
caracteriza por la inflamacion superficial continua localizada en el colon y el recto, la
segunda por lesiones intestinales con inflamacion transmural que pueden ocurrir en cualquier

parte del tracto gastrointestinal.

A nivel mundial, se observa que esta enfermedad es mas prominente en América del Norte
en donde se reporta 6 a 23 casos por 100.000 habitantes para enfermedad de Crohny 8 a 23
casos por 100.000 habitantes para colitis ulcerosa con una alta prevalencia reportdndose 98
a 318 casos por 100.000 habitantes para CD y 139 a 286 casos por 100000 habitantes para
UC (Slimming, 2019).

Existen pocos datos de esta enfermedad en Chile, sin embargo un estudio realizado indica
que en la region Metropolitana de Chile un 28,6% de la poblacion indicéd sintomas para IBD

mediante los criterios de Roma II (Madrid-Silva et al., 2013)

Las causas de esta enfermedad aun son desconocidas, los investigadores han llegado a la
hipotesis de que es el resultado de la interaccion entre susceptibilidad genética y las
exposiciones ambientales. Dentro de estos ultimos la dieta tiene un rol importante en el
desarrollo de esta enfermedad ya que es fundamental en la composicion de la microbiota
intestinal, y ademas se ha demostrado que la composicion de la dieta regula las funciones de
las barreras de las mucosas, un factor crucial en la patogénesis de EII. (Cavalcante et al.,
2020). El manejo de esta enfermedad requiere de prolongadas intervenciones con farmacos
que producen efectos adversos y puede agravar la calidad de vida de los pacientes, es por
esto que se ha estudiado el uso de terapias alternativas. Dentro de estas alternativas se ha
estudiado el uso de fitoquimicos para la prevencion de EIIL. Los fitoquimicos corresponden a
un grupo de compuestos quimicos producidos como metabolitos por las plantas, dentro de
este grupo los mas prometedores corresponden a los polifenoles, lignanos, terpenoides, y

alcaloides .



Desde el punto de vista clinico se define el indice de la actividad de la enfermedad (DAI, su
sigla en inglés), el DAI es el promedio total del cambio de porcentaje de peso corporal,
consistencia de las heces, sangrado y prolapso rectal.

En una revision reciente se han evaluado 64 fitoquimicos de diferentes estructuras quimicas,
dentro de ellos 34 dieron resultado positivo al DAI Dentro de estos 34, 19 pertenecen al
grupo de los compuestos fendlicos, es decir 2/3 de todos los fitoquimicos evaluados. Los
compuestos fenolicos corresponden a un grupo de compuestos quimicos que incluyen
principalmente a los flavonoides, acidos fendlicos, lignanos, y taninos. Estos se encuentran
presentes en frutas y vegetales como manzanas, berries, uvas, y zanahoria. Poseen

propiedades antiinflamatorias, anti carcindogenas y antioxidantes (Hossen et al., 2020).
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Figura 1. Efecto de la alimentacion en la EII (Enfermedad inflamatoria intestinal) Fuente:
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El consumo de berries se ha vuelto importante los ultimos afios debido al contenido de
compuestos fenolicos que contienen, incluida la murta que ha mostrado ser una buena fuente
polifenoles antioxidantes.

La murta o murtilla (Ugni molinae Turcz.) corresponde a una especie arbustiva endémica de

Chile, es un arbusto de 1,8 m de altura de gran follaje que crece en el sur de Chile. Ha sido
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Figura 3. Imagen de la murta (Panguipulli, Los Rios, Chile)
utilizadas a lo largo del tiempo como una planta medicinal, el fruto ha sido utilizado para

tratar desordenes digestivos, inflamaciones, diabetes e infecciones urinarias. Estas

propiedades se deben al contenido de compuestos fendlicos que se encuentran en la murta
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(Cabrera-Barjas et al., 2020). Se distinguen tres clases de compuestos fendlicos en la murta:
acidos fenolicos, flavonoides y taninos, siendo el compuesto quercetina 3-B-D-glucosido el
mas predominante (55,88 mg/100 g masa seca) correspondiendo a un 75,4% de los
compuestos identificados, el acido galico es también uno de los compuestos fendlicos
predominantes (Lopez et al., 2021). En cuanto a las antocianinas se ha encontrado en mayor
concentracion la  delfinidina-3-O-glucosido (73%). Estos compuestos principalmente
contribuyen a la capacidad antioxidante total en berries por su habilidad para donar atomos

de hidrogenos y atrapar el electrén desapareado (Lopez et al., 2021).

Tabla 1. Principales flavonoides encontrados en fruta de murta mediante HPLC/ESI-MS

Fuente Compuesto Contenido
[mg/100 g m.s]
Fruta Murta Quercetina 0,66
Fruta Murta Kaempferol 0,84
Fruta Murta Quercetina-3-O-glucésido 157,17
Fruta Murta Miricetina 14,07

Fuente:(Lopez et al., 2021)

Tabla 2. Principales antocianinas encontrados en extracto de murta mediante HPLC/ESI-MS.

Fuente Compuesto Porcentaje en el
extracto [%)]
Fruta Murta Delfinidina 3-O-glu 73
Fruta Murta Petunidina 3-O-glu 5
Fruta Murta Peonidina 3-O-glu 3
Fruta Murta Malvidina 3-O-glu 0,1
Fruta Murta Cianidina 3-O-glu 4,3
Fruta Murta Cianidina 3-O-gal 2,6
Fruta Murta Delfinidina 3-O-ara 10,0
Fruta Murta Pelargonidina 3-O-ara 1,0
Fruta Murta Cianidina 3-O-ara 1,0
Fruta Murta Peonidina-malvidina 3 O-glu 3,0

Fuente: (Junqueira-Gongalves et al., 2015)
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(A) (8)

Figura 4. Estructura quimica del principal flavonoide (A) Quercetina 3-0O-glucdsido y antocianina
(B) Delfinidina 3-0-glucésido presente en bayas de murta

En la tabla 1 podemos observar los principales flavonoides encontrados en murta, siendo los
principales la quercetina glicosilada la mas predominante, seguida de miricetina y
kaempferol. En la tabla 2 podemos observar la presencia de antocianinas en extracto
etandlico de la baya de murta, en donde la delfinidina 3-O-glu se encontr6 con mayor
procentaje (73%). Brito et al., 2014 Estudi6 el contenido de antocianinas en tres berries
chilenos (Murtilla, Arrayan y Calafate) con valores de 6,9, 15,2 y 51,6 (mg cianidina-3-O-
glucosido/ g m.s) respectivamente. La estructura quimica del principal flavonoide (A) y
principal antocianina (B) presente en la murta se muestra en la figura 4.

Los niveles de antocianinas en murta comparado con otros berries como el calafate y el maqui
es mucho menor, explicando el color rosado de esta fruta a diferencia del color negro y
morado de los otros berries (Lopez et al., 2021).

Estudios han demostrado el alto contenido de compuestos fendlicos en murta, con una
cantidad de 32 umol GAE/g m.f o 6 mg GAE/g m.f mediante el método de Folin-Ciocalteu,
a diferencia de la mora comercial que presentd 17 umol GAE/ g m.f 0 3,2 mg GAE/g m.f,
sin embargo, otros estudios mostraron una cantidad de 9,2 mg GAE/g m.f, esto debido a que
va a depender de la zona geografica de donde se obtuvo la fruta (Lopez et al., 2021). Pina,
2011 estudio la actividad antioxidante y fenoles totales en diversos extractos de Murta de
diferentes localidades del Sur de Chile en donde se encontraron diferencias significativas en
la capacidad antioxidante, ver figura 5 obteniéndose el mejor resultado para la murta de la

region de los Rios de la localidad de Queule.
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Figura 5.- Contenido de fenoles totales vs % inhibicion del radical DPPH (5ppm) para 7 ecotipos

evaluados de U. molinae
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Fuente: (Pina, 2011)

Distintas técnicas se utilizan para medir capacidad antioxidante, tales como ORAC y ABTS
y DPPH.

La diferencia de estos tres métodos es la diferencia del tipo de radical libre que utilizan para
ser neutralizado por los antioxidantes y si corresponden a ensayos basados en la transferencia
de electrones o atomos de hidrogeno, ver tabla 3 y figura 6. Ademas métodos como ABTS y
DPPH no emplean especies radicales de significado bioldgico a diferencia de ORAC que
utilizan radicales peroxilo o hidroxilo que afade un significado bioldgico, ya que estas son
las especies radicalarias mas importantes a nivel fisiologico (Ferndndez et al., 2006)Estas
especies cuando se encuentran en niveles elevados o también llamado estrés oxidativo dafian
las proteinas, membranas y 4cidos nucleicos a nivel celular y perturban el balance redox
celular(Tovar, 2013). Lopez et al., 2018 estudid la capacidad antioxidante en murta mediante
distintos métodos en donde se obtuvieron valores para ORAC entre 860-2380 (umol
E.T/100g ). Las desventajas del método DPPH es que el radical es de larga vida por lo que
no guarda similitud con los radicales perdxido altamente reactivos y transitorios involucrados

en la perdxidacion lipidica(Tovar, 2013).
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Tabla 3. Clasificacion de los ensayos segun su modo de reaccion (ET o HAT)

Acido 2,2"-azino-bis-3- Ensayo basado
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) en la
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) transferencia de
electrones (ET)

Capacidad absorcion del radical Ensayo basado

oxigeno (ORAC) en la

2,2"-azobis-(2- transferencia de

amidinopropanohidroclorida) (AAPH) | 4&tomos de
hidrogeno
(HAT)

Transferencia de electrones

Oxidante - prov.enl_ente del > Oxidapte + Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Transferencia de atomos de hidrégeno
ROO + AH > ROOH + A

A + ROO »> ROOA

Figura 6. Mecanismos de reaccion por Transferencia de electrones y Transferencia de dtomos
de hidrégeno.

Debido a que los compuestos bioactivos de la murta no se encuentran disponibles durante
todo el afio, es decir, solamente de marzo a mayo, la extraccion y secado de estos compuestos
es una buena alternativa para poder preservar sus propiedades benéficas.

Estudios han mostrado que la retencion de los compuestos polifendlicos y la capacidad

antioxidante va a depender de la técnica aplicada (Alfaro et al., 2014).
Alfaro et al., 2014 estudié dos métodos de secados (liofilizacioén y secado por conveccion

con aire caliente a 65 y 80°C) en el contenido total de polifenoles y de antocianinas. Se

observo que el método de liofilizacién obtuvo los mejores resultados manteniendo un mayor
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contenido de estos compuestos debido al cambio en la pared celular y la degradacion quimica
asociada al congelamiento y sublimacion, pudiendo haber una mayor extraccion de esos
compuestos. Ademds estudido la actividad antioxidante mediante DPPH y ABTS
obteniéndose mejores resultados para ambos métodos con la liofilizacion.

Existen distintos tipos de extraccion, sin embargo la extraccion sélido-liquido corresponde a
la técnica mas cominmente reportada. Se basa en el transporte de masa, en donde los analitos
contenidos en una matriz migran a una fase de solvente que esta en contacto con la matriz.
Los factores que afectan a la extraccion son el método de extraccion, tipo de disolvente,
tamano de particula, temperatura y tiempo de extraccion (D" Amario, 2018).

Se ha descrito que los solventes mas adecuados para la extraccion de compuestos fenolicos
corresponden a metanol, etanol y acetona (siendo la acetona el menos polar y el metanol el
mas polar) segiin un estudio realizado por(Rezaie et al., 2015), en donde la acetona pudo
extraer mayoritariamente fenoles no glicosilados a diferencia de metanol y etanol los cuales
extrajeron tanto no glicosilados como glicosilados. Sin embargo, se han visto mejores
resultados en cuanto a la cantidad de polifenoles totales extraidos cuando el solvente orgénico
es mezclado con agua al 50% a diferencia de los sistemas de solvente mono componente en
distintos extractos tanto de hojas y frutos encontrados en literatura debido a la mayor
polaridad que da con respecto a algunos compuestos fendlicos como los flavonoides
glicosilados los cuales no pueden ser extraidos con solventes orgénicos puros ((Hauser et al.,
2014; Liberal et al., 2022)). En la tabla 4 podemos observar tres condiciones de solvente para
extraer murta, el mejor rendimiento se obtuvo con 100% de MeOH, sin embargo el mejor
resultado para fenoles totales se obtuvo con la mezcla MeOH-Agua (60/40). Se ha descrito
que la presencia de agua en la mezcla aumenta la permeabilidad del tejido celular,
permitiendo una mejor transferencia de masa y una mayor recuperacion de compuestos

solubles en agua(D’Amario, 2018).
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Tabla 4. Caracteristicas de extraccion [rendimiento y contenido de fenoles totales] en extractos de

murta. Extraccion en equipo Soxhlet.

Muestra Solvente Rendimiento Fenoles totales
Especie extraccion [%o] [mg EAG/g m.s]
U. molinae MeOH 100% 37,9 5,89
MeOH 60%-H20 16,3 6,65
40%
H20 100% 11,4 6,08

Fuente:(Avello et al., 2009)

La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos, clasifica a
los solventes en tres clases de acuerdo a la toxicidad.

Clase 1: Benceno, Tetracloruro de carbono, entre otros. Estos solventes no deben usarse
como ingredientes dietéticos, farmacos debido a su toxicidad inaceptable.

Clase 2: Metanol, Hexano o Acetonitrilo, estos requieren de un manejo especial debido a su
toxicidad.

Clase 3: Etanol, Acetona y Acetato de etilo pueden ser utilizados en alimentos bajo el marco
de las buenas précticas de manufactura, son reconocidos como GRAS (Generally Recognized
as Safe).

En este trabajo se usaron mezclas con agua de solventes clase 2 (metanol) y clase 3 (etanol y
acetona), con el objeto de encontrar la relacidon solvente/agua que permita obtener un alto
rendimiento en masa de extracto, con un alto contenido de antocianinas y flavonoides y

elevada capacidad antioxidante.
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2. Objetivos

General

Determinar la mezcla solvente que permita obtener un extracto de murta
enriquecido en flavonoides y antocianinas, con un rendimiento en masa superior al
20% y con una capacidad antioxidante de al menos un 50% superior a la baya

liofilizada

Especificos

Realizar un disefio experimental que evalua el efecto de mezclas de solventes (etanol,
metano, acetona) en dos proporciones (50% y 80% respecto al agua) sobre tres
variables de respuesta (rendimiento, actividad antioxidante, contenido de
antocianinas y flavonoides)

Implementacion y validacion de un método para determinar el contenido de
antocianinas y flavonoides mediante HPLC

Determinacion de la capacidad antioxidante mediante técnicas ORAC y ABTS
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3. Materiales y Métodos

3.1. Material Vegetal

Murta liofilizada adquirida por Isla Natura de Chilo¢-Chile, se mantuvo almacenada en su
envase original en un lugar seco y oscuro en la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas de la Universidad de Chile

3.2 Reactivos Quimicos

Los reactivos utilizados fueron cianidina-3-glucosido; quercetina3-glucésido; acetonitrilo
grado HPLC; 2,2-Azino-bis (3-etilbenzotizolina-6-sulfonico (ABTS); 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (TROLOX); 2,2°-Azobis [2-methyl-
propionamidine]dihydrochloride (AAPH).
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3.3 Métodos

3.3.1 Disefio experimental

El disefio experimental para el estudio fue de tipo factorial con 3 factores ((A) Berrie, (B)
Solvente, (C) Concentracion) con 1 replica. Se evaluaron 3 respuestas (Rendimiento en masa,
[mg eq-quercetina-3-glucosido/ml extracto], [mg eq-cianidina-3-glucosido/ml extracto],
ORAC [umol TE/g m.s], ABTS [%])

Los niveles por factores fueron:

A: 1 (Murta)

B: 3 (Etanol, Metanol, Acetona)

C:2(50y 80%)

Tabla 5. Tabla Diserio experimental aleatorio obtenido para el estudio.

Corridas A B C
1 1 1 1
2 1 2 2
3 1 3 1
4 1 3 2
5 1 2 1
6 1 1 2

3.3.2 Estimacién de la polaridad de los solventes en la solucién

Se calculo la polaridad de la mezcla de solventes con respecto a la polaridad del agua.
Se tomaron los valores tedricos de los tres solventes y se multiplicaron por la fraccion molar

de cada solvente en las mezclas (agua y solvente organico)

Polaridad relativa=(Polaridad tedrica del solvente organico x Fraccion molar +

Polaridad teodrica del agua x Fraccion molar)
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Los resultados se expresan en una escala de 0 a 1 en donde el maximo corresponde a la

polaridad del agua.

3.3.3 Extractos de Murta con tres distintos solventes

Para la obtencion del extracto se pesaron 3 g de murta y se disolvieron en 30 ml de solvente.
Los tres sistemas de solventes a utilizar fueron (metanol/agua, etanol/agua y acetona/agua)
en distintas proporciones (20:80, 50:50 y 80:20) para cada mezcla. En la tabla 6 se puede ver
la denominacion asignada para cada muestra.

La mezcla se homogeniz6 con un Ultra-Turrax (homogeneizador IKA T-25; IKA. Staufen,
Alemania) a 18.000 rpm durante 5 minutos. Se centrifugd a 3.000 rpm durante 7 min a 4°C
y el sobrenadante se filtré con un filtro de 0,45 um (Durapore, PVDF Millipore, EE.UU) a
una presion de 0,2 atm (20 kPa). El sobrenadante filtrado se llevo a un rotavapor R-205
(Biichi, RE-120, Suiza) hasta sequedad por 1 hora aproximadamente a 50°C. Al producto
obtenido se le anadiéo 10 ml de agua mili-q para traspasarlo a un tubo falcon de 50 ml,
teniendo la precaucion de no llenar mas de 1/3 del tubo y se almacend a -20°C en oscuridad
por un minimo de 24 horas para luego ser liofilizado a -52°C por 3-4 dias a 0,005 bar (500
kPa).

Tabla 6.- Tabla resumen de la denominacion de los extractos y su respectiva proporcion
de solvente

Solvente Concentracion Concentracion
80% 50%
Metanol Mu/Me:80 Mu/Me:50
Etanol Mu/Et:80 Mu/Et:50
Acetona Mu/Ac:80 Mu/Ac:50
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Rotaevaporacion Filtracion Centrifugacién

Liofilizacion

Figura 7. Esquema resumen del proceso de obtencion de extractos de murta

3.3.4- Rendimiento de extraccion

Se determina el rendimiento de la liofilizacion mediante diferencia de peso antes y después
del proceso de liofilizado. Las mediciones se realizan por triplicado y los resultados se
expresan como % con el valor medio + DE

Rendimiento=(Peso Final/Peso Inicial)x100

3.3.5.- Contenido de humedad de los extractos

Se pesa entre 20-30 mg del extracto liofilizado y se deja en estufa a 106°C por 24 horas.
Luego se calcula la humedad por diferencia de peso. Las mediciones se realizan por triplicado
y los resultados se expresan como % con el valor medio + DE

Humedad=(Peso Final/Peso Inicial)x100
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3.3.6.- Actividad de agua

Se pesa aproximadamente 30 mg del extracto liofilizado y se mide en el equipo Aqualab
(Serie 4TEV, Kansas, USA ; Los Carpatos, Transilvania) a 25°C, las mediciones se realizan
por triplicado y los resultados se expresan con el valor medio + DE

3.3.7.- Contenido de Antocianinas y flavonoides mediante HPLC

Para la caracterizacion del extracto de murta, se analiz6 las muestras segun lo descrito por
Genskowsky et al. (2016) para conocer la concentracion de antocianinas y flavonoides
presentes en los extractos

Preparacion de muestra: La muestra liofilizada se prepara pesando aproximadamente 20 mg
disuelto en una mezcla 50:50 de acido acético y acetonitrilo, se inyectan 50 ul de muestra en
el equipo.

Condiciones del método: El analisis se realizé en un equipo cromatografo (Waters, Alliance
2695), con una columna C18 con medidas de 250mm x 4,6 mm con un tamafo de poro de 5
micrones. La deteccion se realizé mediante arreglo de fotodiodo PDA 996 Waters.

Se realizd en un sistema de gradiente linear como se ve en la tabla 2. Los compuestos
polifenolicos se monitorearon a 280nm y las antocianinas se monitorearon a 525 nm. Se
utiliz6 una fase movil de Acido acético 1% (A) y Acetonitrilo (B), ver tabla 7 para
condiciones de gradiente. El tiempo de corrida fue de 40 minutos a un flujo de 1ml/min con
un volumen de inyeccion de 50 ul.

Tabla 7. Condiciones de gradiente equipo HPLC

0 0 100
2 0 100
15 20 80
20 30 70
30 40 60
37 40 60
38 0 100
40 0 100
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Curva de calibracidn cianidina-3-glucdsido: Se establecioé una curva de calibracion estandar
(R=0,99) en donde se prepar6 una solucion stock de cianidina-3-glucésido. Se disolvieron
0,733 mg de estandar en 0,5 ml de acido acético. Luego de esto se diluyeron 0,2 ml del stock
en 2 ml de &cido acético y desde esta tltima dilucion se tomaron alicuotas de 0,1; 0,2; 0,4;
0,5 y 1 ml los cuales fueron trasladados a matraces &mbar de 5 ml y se complet6 el volumen
de 1 ml con acido acético 1%(v/v).

Curva de calibracidon quercetina-3-glucésido: Se establecio una curva de calibracion estandar
(R=0,99) en donde se prepar6 una solucion stock de quercetina-3-glucésido. Se disolvieron
5 mg de estandar en 5 ml de solucion (2,5 ml ACN + 1 2,5 HAc 1%) y desde esta ultima
dilucion se tomaron alicuotas de 0,02; 0,04; 0,06; 0,1; 0,16 y 0,2 los cuales fueron trasladades
a matraces ambar completdndose un volumen de 2 ml con 4cido acético 1%.

El método fue linear con un coeficiente de correlacion y determinacion de R?=0,9998. El test
de varianza mostr6 que el intercepto no fue significante en 0 (p=0,49). De esta manera pasa
por el origen. La desviacion estandar relativa fue menor al 2,0% durante todo el rango de las
concentraciones analiticas.

Se realizaron 6 muestras por experimento y 2 inyecciones por muestra. Los resultados se
expresan en mg eq quercetina-3-glucésido/ml y mg eq cianidina-3-glucésido/ml como el
valor medio + DE

3.3.8.- Capacidad antioxidante

Metodologia ORAC

Preparacion de reactivos: Se prepard una solucion buffer fosfato 75 mM pesando 2,1187 g
de Fosfato de sodio dodecahidratado (Na.HPO. 12H.O) y 0,5278 g de Fosfato de Sodio
Dihidratado (NaH.PO.2H.O). Se llevé a volumen en un balon volumétrico de 250 ml. Se

prepar6 una soluciéon de Fluoresceina 30 nM preparando inicialmente una solucion de
fluoresceina 0,5 mM para llegar a 0,03 uM. Por ultimo se prepar6 una solucion de AAPH
(2,2’-Azobis [2-methyl-propionamidine]dihydrochloride) 96 mM pesando 130,17 mg y

llevando a volumen de 5 ml de buffer fosfato

Desarrollo del método

Preparacion del trolox: Se pes6é 5 mg de trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid), se disolvié con 1 ml de etanol y se llevd a balon volumétrico de 10 ml con
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agua MiliQ. Se realizaron diluciones respectivas para la curva de trolox tomando 10, 20, 30,

40, 50, 60, 80 ul de la solucion de trolox y llevar a volumen de 1 ml con la solucion buffer.

Preparacion de las muestras: Se pesd 10 mg de muestra liofilizada y se disolvio en 1 ml de

solvente a la proporcion correspondiente de cada muestra. Se tomaron 50 ul de la muestra
disuelta y se disolvio en 1200 ul de la solucién buffer de fosfato. Esta ultima solucion se

denomindé (A). Esta solucion (A) se diluyo en 100, 300 y 400 ul de buffer fosfato, como se

muestra en la tabla

Procedimiento ensayo ORAC: En una placa (Flatblack 96 pocillos), se adicion6 en orden,

150 ul de fluoresceina mas 25 ul de la dilucion respectiva de trolox en las primeras 3
columnas de la placa, dejando los 3 ultimos pozos para el blanco en donde se agregan 25 ul
de buffer fosfato. En los siguientes pozos se agregd 25 ul de las diluciones de muestras en su
orden respectivo por triplicado. Se pre incub6 por 25 min a 37°. Posterior a la incubacion, se
adicion6 a cada pozo 25 ul de solucion AAPH 96 mM. Finalmente se leyo la intensidad de
la fluoresceina es medida cada 2 min durante 2 horas con longitud de onda de excitacion y
emision de 485 y 520 nm respectivamente en un lector de placas (Infinite M200 pro,

TECAN). Los resultados se expresan en umol trolox eq/g como el valor medio + DE
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Figura 8. Esquema resumen ensayo ORAC



Metodologia ABTS

Generacion del radical ABTS *+: Se realiz6 una solucion de 7mM de reactivo ABTS (2,2-

Azino-bis (3-etilbenzotizolina-6-sulfonico)) pesando 77,6 mg del reactivo disolviendo en 20
ml de agua miliq, posteriormente se afiaden 13,2 mg de Persulfato de Potasio (K.S.Oy),
logrando una concentracion de 2,45 mM. La solucion se homogeneizé en un frasco ambar
cubierto con papel aluminio y se dejo reposar a una temperatura de 3°C durante 12 a 16 horas
en la oscuridad. Posteriormente se diluyo la solucion del radical en Etanol al 20% en razén
1:10, logrando estabilizar el radical en el tiempo, finalmente se diluy¢ la solucion con etanol
al 20% hasta obtener una absorbancia de 0,72 + 0,03 a una lectura de 732 nm en un lector de

placas (Infinite M200 pro, TECAN).

Preparacion de las muestras: Se pesd 10 mg de muestra liofilizada y se disolvio en 1 ml de

solvente a la misma proporcion de la muestra original. Se realiz6 la dilucion de la muestra de
10mg/ml a 0,5mg/ml tomando 50 ul de la muestra ya disuelta y agregando 950 ul de solvente

a la misma proporcion de la muestra original.

Procedimiento ABTS: Se coloc6 20 ul de muestra en una placa (Flatblack 96 pocillos) por

triplicado y 200 ul del radical ABTS activado, que fue incubado previamente por 7 min y

leido a 734 nm en un lector de microplacas (Infinite M200 pro, TECAN).

Curva de calibracién con trolox: Se pesaron 5 mg de trolox, se disolvieron en 1 ml de etanol

y se llevo a balon volumétrico de 10 ml en agua MiliQ._Se tomaron 30, 70, 110, 150, 190,
230y 270 ul de solucidn trolox y se diluy6 hasta completar 1000 ul de solucion con etanol al
20%. Se coloco 20 ul de solucion trolox por triplicado y sobre eso 200 ul del radical ABTS
activado, fue incubado por 7 min y leido a 734 nm en un lector de microplacas (Infinite M200

pro, TECAN). Los resultados se expresan en % como el valor medio + DE.
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Figura 9. Esquema resumen ensayo ABTS

3.3.9 Andlisis estadistico
Los datos fueron analizados mediante analisis ANOVA multifactorial usando el software

STATGRAPHICS Centurion XV, version II (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
USA)

Las respuestas usadas fueron ORAC [umol eqg-trolox/100g], Rendimiento [%],
Concentracion de Flavonoides y Antocianina [mg eq-quercetina-3-glucésido/g m.s;mg eq-
cianidina-3-glucésido/g m.s], ABTS [%], Humedad [%] y Actividad de agua para los
siguientes factores: Tipo de Solvente [Solvente 1, Solvente 2, Solvente 3] y Concentracion

[50 y 80%]
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4. Resultados y discusion
4.1 Polaridad mezcla solventes

0,9
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100% 80% 50% Agua 100%

Polaridad relativa
N w S [0;] [e)) ~
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Solventes en agua

Acetona M Etanol M Metanol

Figura 10. Polaridad relativa de las mezclas de solventes a distintas concentraciones

En la figura 10 podemos observar la polaridad relativa al agua para las distintas mezclas de
solvente la cual se calcul6 como se sefnala en el punto 3.3.2 para etanol-agua, metanol-agua
y acetona-agua al 80 y 50% y ademas para los solventes puros, es decir agua y el solvente
organico. Para los tres solventes escogidos podemos ver que, al agregar agua al solvente
organico puro, la polaridad va en aumento siendo la acetona el solvente menos polar y el

metanol el solvente mas polar dentro del estudio.
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4.2 Caracterizacion extractos mediante Aw, Humedad y rendimiento para los
distintos solvente

La caracterizacion de los extractos se realizo mediante el método descrito en el punto 4.2, 4.3 y 4.4

Tabla 8. Caracterizacion extractos murta para distintos solventes

Polaridad

Extracto relativa mezcla AW Humedad (%) Rendimiento (%)
Mu/Ac:50 0,87 0,29+0,020 22,99 42,142 38,57 £2,31°
Mu/Ac:80 0,68 0,28+0,04° 2511+ 1,40 35,9 + 3,30
Mu/Me:50 0,92 0,25 + 0,002 21,30 + 3,832 32,10 + 0,292
Mu/Me:80 0,84 0,26 + 0,032 23,85 + 0,067 32,4 +5.28
Mu/Et:50 0,91 0,30 + 0,012 21,45 +2,628 32,17 + 3,922
Mu/Et:80 0,80 0,31 + 0,032 21,40 0,572 28,67 + 3,447

Valores expresados como el promedio + DS de las muestras. Mismas letras no indican diferencias significativas
entre filas, p< 0,05
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Figura 11.- Prueba de miultiples rangos para rendimiento por tipo de solvente (A) y por porcentaje de

solvente (B)

En la tabla 8 podemos encontrar los resultados para actividad de agua, humedad y
rendimiento para los extractos obtenidos con los distintas concentraciones de solvente.

En cuanto al rendimiento de la extraccion, se indica que fluctué entre 28 y 39%.

Estos resultados son mas altos que los obtenidos por Pérez, 2020 quien realizé extractos
liofilizados de bayas de murta y obtuvo rendimientos de 24,3%, las diferencias se pueden
deber a que utilizd solvente etanol puro y no mezclado con agua ya que se ha descrito que
solventes organicos en mezclas entre 50-90% con agua es el mejor solvente para la extraccion
de compuestos fendlicos en masa de distinta procedencia natural, especialmente de matrices

proteicas ya que esta mezcla es capaz de degradar complejos polifenoles-proteinas(Meneses
etal., 2013)
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Un estudio donde se evalud la extraccion de compuestos fenolicos, obtuvo el mejor
rendimiento en masa con 50% etanol obteniendo resultado de 24,95% (Soto-Garcia &
Rosales-Castro, 2016).

En la figura 11 (A) y (B) podemos ver que no hay diferencias significativas para el tipo de
solvente a utilizar y el rendimiento pero si podemos decir que se obtuvieron mejores
rendimientos para las mezclas con 50% de solvente.

Con respecto a los resultados de actividad de agua y humedad, ver tabla 8, podemos observar
que no hay diferencias en el resultado con respecto a la mezcla solvente estudiada sin
embargo, podemos ver que el solvente mas polar con lleva a extractos con menor actividad
de agua y humedad. Estos dos términos estan relacionados pero no son lo mismo, la humedad
hace referencia a la cantidad de agua total que contiene el alimento, en cambio la actividad
de agua hace referencia a qué fraccion del agua estd ligada a otras sustancias las cuales
pueden reaccionar y provocar un crecimiento microbiano. Al conocer la humedad se puede
estimar la actividad de agua, es decir una humedad baja va a tender una actividad de agua
baja. Los resultados obtenidos van en linea con lo antes mencionado, ya que la menor

actividad de agua se obtuvo junto con el menor porcentaje de humedad.

4.3 Concentracién de antocianinas y flavonoides de los extractos de murta
mediante HPLC

La concentracion de antocianinas y flavonoides se realizé mediante el método descrito en el
punto 3.3.7.

En la figura 12 y 13 podemos ver los cromatograma obtenidos para flavonoides y
antocianinas en extracto de murta liofilizado. Para flavonoides se obtuvo un tiempo de
retencion de 22 minutos y para antocianinas de 18 minutos. En comparacion con el método
de Genskowsky et al., 2016 el cual obtuvo tiempos de retencion de 23,86 y 14,86 minutos

respectivamente.
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Con las curvas de calibracion y las areas obtenidas se calculd la concentracion para
flavonoides y antocianinas, estos resultados se muestran en la tabla 9, el factor de dilucion

utilizado fue de 13,3.
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Figura 12. Cromatograma obtenido para Antocianinas mediante HPLC.
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Tabla 9. Concentracion de flavonoides (mg eq quercetina-3-glucosido/ml) y antocianinas (mg eq
cianidina-3-glucdsido/ml) obtenidos en extractos liofilizados de murta para distintas mezclas de
solventes

Concentracion flavonoides ( mg eq

Contenido antocianinas (mg eq

Extracto quercetina-3-glucésido/ml) cianidina-3-glucésido/ml)
Mu/Ac:50 1,97+0,30° 0,120,022
Mu/Ac:80 1,98+0,13* 0,12+0,03*
Mu/Me:50 2,44+0,01° 0,170,012

Mu/Me:80 1,88+0,04* 0,12+0,042
Mu/Et:50 2,13+0,50° 0,15+0,02*
Mu/Et:80 2,09+0,16° 0,15+0,00*

Valores expresados como el promedio + DS de las muestras. Mismas letras no indican diferencias significativas
entre filas, p< 0,05.
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Figura 14. Extraccion flavonoides mg eq quercetina-3-glucésido/ml con respecto a la polaridad
del solvente

En la tabla 9 podemos encontrar la diferencia de concentracion encontrada en los extractos
usando diferentes mezclas de solventes, para antocianinas y flavonoides, podemos observar
que la cantidad de las antocianinas expresada como mg cianidina-3-gluc6sido/ml es menor
que para los flavonoides expresada como quercetina-3-glucosido/ml , esto es porque la murta
se caracteriza por la cantidad de flavonoides presentes, especificamente la quercetina-3-
glucosido (Lopez de Dicastillo et al., 2017). Para flavonoides el mayor valor fue de 2,44 mg
eq quercetina-3-glucosido/ml o 13,07 mq eq quercetina-3-glucésido/g m.s y para las
antocianinas un valor de 0,17 mg eq cianidina-3-glucésido/ml o 0,91 mg eq cianidina-3-
glucosido/g m.s. Los valores de antocianinas en este estudio fueron menores que los
encontrados por Brito et al., 2014 el cual obtuvo 6,85 mg cianidina-3-glucésido/g m.s, estas
diferencias se pueden deber al tipo de murta utilizada y el método de extraccion quien utilizo
metanol puro con 0,1%HCI, esto se puede deber a que las antocianinas presentan una

estabilidad a pH acidos, Bedoya-Cataio et al., 2022 estudio tres solventes distintos para la
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extraccion de antocianinas en ardndanos en donde el mayor valor se obtuvo con solvente
acidificado. A diferencia de Cedefio, 2017 quien obtuvo 0,0257 mg cianidina-3-glucosido/g

m.S

Lillo et al., 2016 realiz6 un estudio de la extraccion de compuestos bioactivos en la murta y
los compard con diferentes berries nativos chilenos. También encontré una menor cantidad
de antocianinas comparado con flavonoides, con una concentracion de 0,076 mg cianidina-
3-glucosido/g m.s y 6,12 mg quercetina/g m.s

Comparado con el grupo de estudio, Quintanilla et al., estudid sobre el fruto maqui,

encontrando una concentracion de antocianinas de 29,47 mg cianidina-3-glucésido/g m.s.

Tabla 10. Comparacion concentracion flavonoides y antocianinas con otros autores

Especie Flavonoides Antocianinas Referencias
[mg eq-quercetina-3- [mg eq-cianidina-3-
glucésido/g m.s] glucésido/g m.s]
Ugni molinae 13,07 0,19 Este estudio

- 0,0257 (Cedefio, 2017)

- 0,109 (Garcia-Diaz et al.,
2019)

7,61 - (Chacon-Fuentes et

al., 2015)

En la figura 14 podemos observar como a medida que la polaridad aumenta, tiende a
aumentar la extraccion de flavonoides. Pastrana-Puche et al., menciona que el poder de
extraccion de compuestos fenolicos aumenta cuando se aumenta un 20% de agua a solventes
como metanol, etanol y acetona. Se ha descrito que flavonoides como la quercetina-3-
glucosido presenta mayor solubilidad en etanol y por ende mayor poder de extraccion sobre
todo en mezclas sobre el 70% con agua (Oreopoulou et al., 2019).

Se compararon los valores obtenidos en este trabajo con los descritos por otros autores en la
tabla 10. Podemos observar que este estudio obtuvo valores mas altos que los obtenidos por

Chacon-Fuentes et al., 2015, quienes obtuvieron 0,316 mg eq-quercetina-3-glucosido/ml o
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7,61 mg eq-quercetina-3-glucosido/g m.s. Las diferencias se pueden deber a que utilizaron
como solvente etanol al 50% y el tipo de extraccion, el cual fue a 30°C por 20 minutos en un
agitador magnético a 170 rpm.

Con respecto a las antocianinas, podemos observar quelos resultados se asemejan a los
obtenidos por Garcia-Diaz et al., 2019 a comparacion de Cedefio, 2017 quien obtuvo un
menor valor de 0,0257 mg eq-cianidina-3-glucésido/g m.s, esto se puede deber al método de

extraccion utilizado, el cual fue con metanol puro dejando la fruta en reposo por 1 hora.

Tabla 11.- Comparacion de contenido de flavonoides y antocianinas con otros berries chilenos
Flavonoides Antocianinas Referencia

(mg eq quercetina-  (mg cianidina-3-

3-glucosido/g m.s) glucosido/g m.s)

Murta 13,07 0,91 Este trabajo
Maqui 7,64 3,41 (Lillo et al., 2016)
Arrayan 3,31 0,18 (Lillo et al., 2016)
Arandano 1,82 0,20 (Lillo et al., 2016

En la tabla 11 podemos ver la comparacion entre la murta con tres berries chilenos en un
estudio por Lillo et al., 2016, en donde podemos observar que la murta contiene la mayor
cantidad de quercetina-3-glucésido a diferencia de las antocianinas en donde el maqui es el

que mayor contenido tiene, es por eso el color caracteristico de este fruto.
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4.4 Capacidad antioxidante mediante técnica ABTS Y ORAC para extractos de murta
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Figura 15. Capacidad antioxidante mediante método ORAC [umol trolox eq/ g m.s|
Valores expresados como el promedio + DS de las muestras. Mismas letras no indican diferencias significativas
entre filas, p< 0,05.

En cuanto a los resultados de capacidad antioxidante mediante el método ORAC, podemos
observar en la figura 15 que no existen diferencias significativas para la concentracion ni
entre solventes.

El valor mas alto obtenido fue de 317,9 [umol Trolox eq/ g m.s] en etanol al 50% y el menor
valor fue de 231,6 [umol Trolox eq /g m.s] en metanol al 50%. Estos valores se asemejan a
los encontrados por Lopez de Dicastillo et al., 2017 en donde el valor mayor en ORAC
encontrado fue de [80 mg Trolox eq/g m.s] o [320 umol Trolox eq/ g m.s] en etanol al 50%
el cual fue mayor en comparacion a los otros resultados, en donde para etanol puro se obtuvo

240 umol Trolox eq/g m.s] y para agua 200[umol Trolox eq/g m.s].
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Tabla 12. Comparacion valores ORAC [umol trolox eq/g extracto] para murta con otros autores y

con otros berries

Ugni Molinae 317,9 Este trabajo

Ugni Molinae 50 (Riquelme, 2016)

Ugni Molinae 406 (Junqueira-Gongalves et al., 2015)

Ugni Molinae 435,74 (Fuentes et al., 2019)
Berberis Microphylla 724,25 (Fuentes et al., 2019)
Aristotelis Chilensis 371 (Fuentes et al., 2019)

Luma Apiculata 625 (Fuentes et al., 2019)
Vaccinium Corymbosum 54,8 (Mufoz-Farifa et al., 2023)

En la tabla 12 encontramos los resultados de ORAC en murta comparado con otros autores
y con otros berries chilenos. Podemos ver que los valores encontrados en este trabajo fueron
mayor que los obtenidos por Riquelme,2016 y menores a los encontrados por Junqueira-
Gongalves et al., 2015 y Fuentes et al., 2019. Sin embargo los valores se encuentran dentro
de los rangos encontrados en literatura. Las diferencias se pueden deber a la localidad de
donde se obtuvo la murta y también el solvente utilizado, Junqueira-Gongalves et al., 2015

utiliz6 etanol al 87% y obtuvo un 21% mas en ORAC que este estudio.

Comparando con la baya de murta liofilizada, Cedefo, 2017 evalu¢ la capacidad antioxidante
en murta liofilizada y obtuvo un valor aproximado de 122 umol TE/g m.s, es decir, en este

estudio se obtuvo un 61% mas de capacidad antioxidante en extractos con etanol al 80%.

Comparando Ugni Molinae con otros berries, podemos ver que Berberis Microphylla
(Calafate), contiene valores mas altos de capacidad antioxidante, es por esto la diferencia de
color en el fruto, al igual que con Luma Apiculata (Arrayan). Por el contrario podemos
observar que Vaccinium Corymbosum (Arandano) contiene una capacidad antioxidante
mucho menor que la murta, esto tiene relacion con la tabla 11 en donde podemos observar

que el arandano contiene mejor cantidad de antocianinas.

38



50

40 a

30 a a

ABTS%

20

10

Etanol Metanol Acetona

Solvente en agua

80% m50%

Figura 16. Capacidad antioxidante mediante método ABTS [%] de los extractos para tres
solventes al 80% y 50%. Valores expresados como el promedio + DS de las muestras. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre filas, p< 0,05

En la figura 16 se ve un %ABTS significativamente mayor para mezclas acetona-agua al
50% y 80% con un porcentaje de 44,9 y 54,3%, con respecto a las mezclas etanol-agua y
metanol-agua a los mismos porcentajes.
En la figura 17 podemos ver un grafico de interaccion entre el tipo de solvente y el porcentaje
de solvente orgéanico presente en la mezcla sobre el porcentaje de ABTS. Al 50% no hay
diferencias signficativas respecto al tipo de solvente usado (acetona, etanol, metanol), pero
en una proporcion al 80% se observa un %ABTS significativamente mayor para acetona,
respecto a metanol y etanol. Los resultados coinciden con los de Lillo et al.,en donde se
realizo el ensayo de ABTS en distintos frutos de berries en donde para murta se obtuvo un

resultado de 49,6% para extractos con etanol al 70%.
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Figura 18. Capacidad antioxidante mediante ORAC (A) y ABTS (B) con respecto a la polaridad
relativa del solvente

En la figura 18 podemos observar que a medida que aumenta la polaridad, la capacidad
antioxidante tanto para ABTS y ORAC disminuye, por ende el metanol al 50% fue el que
obtuvo el menor resultado con un 21,3%. Para ABTS y 231,6 umol TE/g extracto para
ORAC.

Esto puede deberse a que los flavonoides tienden a ser mas solubles en solventes polares
menores al agua, y dentro de los tres solventes, el metanol es el mas polar.

Estos dos métodos no pueden ser comparados entre si ya que el método de reaccion que
tienen es diferente, como fue mencionado anteriormente, ORAC tiene la ventaja de combinar
el porcentaje de inhibicion y el tiempo de duracion de la inhibicion de los radicales libres de
la accion en una sola cantidad, teniendo en cuenta fases con retardo, lo cual es super relevante

en ensayos con extractos ya que los antioxidantes son muestras complejas que pueden ser de
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accion lenta y rapida, a comparacion de ABTS el cual es un ensayo colorimétrico en el que

los radicales ABTS<+ simplemente decoloran en la presencia de antioxidantes (Mesa et al.,

2015)

Tabla 13. Tabla resumen para Orac, Rendimiento, Antocianinas, Flavonoides y Tipo de solvente

segun la FDA para cada extracto

ORAC [umol

trolox eq/g] 297,40 307,40 231,60 313,10 317,90 290,30
ABTS [%] 44,9 54,3 21,3 24,9 36,45 23,75
RENDIMIENTO

[%] 38,57 35,90 32,10 32,40 32,17 28,67
ANTOCIANINAS

[mg cianidina-3-

glucdsido/ml] 0,12 0,12 0,15 0,15 0,17 0,12
FLAVONOIDES

[mg eq quercetina-

3-glucosido/ml] 1,97 1,98 2,13 2,09 2,44 1,88
Tipo de solvente

segun la FDA Clase III Clase III Clase 11 Clase 11 Clase III Clase III

En la tabla 13 podemos ver los datos resimenes para cada solvente en el estudio.

Para poder definir el solvente adecuado es importante observar distintos aspectos, en primer

lugar podemos observar que los solventes Acetona y Etanol se encuentran dentro de la Clase

II1, es decir, alimentos seguros para el consumo, por lo tanto el solvente Metanol al ser de

Clase II y requiere de un manejo especial por su toxicidad, se descarta dentro de la seleccion.

Analizando los solventes seleccionados (Acetona y Metanol), podemos ver con respecto al

rendimiento que el valor mas alto se obtuvo con Acetona al 50%.En cuanto a Flavonoides y

Antocianinas el valor mas alto fue obtenido con el solvente Etanol al 50% con un valor de
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2,44mg  eq-quercetina-3-glucésido/ml 'y 0,15 mg eq-cianidina-3-glucésido/ml
respectivamente. Para capacidad antioxidante en ORAC el valor mas alto se obtuvo con
Etanol al 50% con 317 umol TE/g m.s y en ABTS fue con Acetona al 80% con 54,3%. No
se ha descrito en literatura cual es el mejor solvente ya que va a depender de distintos factores
como método de extraccion, proporcion, método de secado, etc. Pero, en base a los
resultados obtenidos en este trabajo y que en capacidad antioxidante, el método ORAC nos
entrega una informacién mas cercana al comportamiento de los antioxidantes frente a los
radicales libres a diferencia de ABTS, podemos decir que la mejor mezcla de solvente es

Etanol-Agua al 50%.
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. Conclusiones

* Se pudo determinar la mezcla solvente que permite obtener un extracto de murta
enriquecido con flavonoides y antocianinas, con un rendimiento en masa superior al
30% y capacidad antioxidante de un 61% superor a la baya liofilizada

* Mediante el disefio experimental se pudo evaluar el mejor solvente para la obtencion
de mayor capacidad antioxidante siendo el etanol al 50% el seleccionado

* Se implement6 y validé un método por HPLC para la determinacion de quercetina-3-
glucdsido y cianidina-3-glucosido, obteniéndose valores comparables con otros
autores

* Los extractos obtenidos de murta pueden ser un potencial para la prevencion del colon
irritable debido a los valores obtenidos para capacidad antioxidante mediante método

ORAC y ABTS.
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