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RESUMEN

Los compuestos fenolicos encontrados en las plantas son antioxidantes naturales con beneficios
bioldgicos para los seres humanos. El propésito de este estudio fue investigar como el solvente y
la temperatura afectan la extraccion de compuestos fendlicos en hojas de fresa. Se evaluaron cinco
tipos de solventes (agua 100%, etanol 100%, metanol 100%, etanol:agua 75:25 y metanol:agua
75:25) atres temperaturas (40°C, 50°C y 70°C). La combinacion de estos factores fue crucial para
alcanzar el objetivo establecido. La cuantificacion de los compuestos fenolicos en los extractos
se realizd mediante la formacién de compuestos de color, utilizando acido galico (AG) como
estandar. Se empleod el método de Folin Ciocalteu a 760 nm. Se utilizo la técnica de extraccion
por ultrasonido, que result6 ser eficiente y rapida. Resultod crucial optimizar la temperatura de
extraccion para lograr una extraccion eficiente para preservar la integridad de los compuestos
extraidos con un adecuado solvente. Se encontrd que la temperatura dptima de extraccion fue de
50°C, utilizando la mezcla de etanol:agua 75:25, donde se obtuvieron concentraciones de

compuestos fenodlicos de 40,84+0,21 mg AG/g hoja seca.
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Effect of solvent and temperature for the extraction of phenolic
compounds in strawberry leaves

ABSTRACT

The phenolic compounds found in plants are natural antioxidants with biological benefits for
humans. The purpose of this study was to investigate how solvent and temperature affect the
extraction of phenolic compounds in strawberry leaves. Five types of solvents (100% water,
100% ethanol, 100% methanol, 75:25 ethanol:water, and 75:25 methanol:water) were evaluated
at three temperatures (40°C, 50°C, and 70°C). The combination of these factors was crucial to
achieve the established goal. The quantification of the phenolic compounds in the extracts was
carried out by means of the formation of colored compounds, using gallic acid (AG) as a
standard. The Folin Ciocalteu method was used at 760 nm. The ultrasound extraction technique
was used, which turned out to be efficient and fast. It was crucial to optimize the extraction
temperature to achieve an efficient extraction to preserve the integrity of the extracted
compounds with a suitable solvent. It was found that the optimum extraction temperature was
50°C, using the 75:25 ethanol:water mixture, where concentrations of phenolic compounds of
40.84+0.21 mg AG/g dry leaf were obtained.

Keywords: phenolic compounds; strawberry; solvent; temperature.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa) es un fruto altamente consumido por los beneficios en la salud,
principalmente por su potencial antioxidante (Céardenas-Navarro et al., 2019). La investigacion
sobre fitoquimicos bioactivos se ha centrado principalmente en el fruto, dejando de lado el analisis
bioquimico de las hojas, lo cual ha resultado en un bajo aprovechamiento de su potencial como
fuente de metabolitos bioactivos. Estos metabolitos podrian ser aprovechados en la creacion de
productos para los sectores alimenticio, industrial y farmacéutico. Ademas, se ha demostrado que
las hojas de fresa contienen una mayor cantidad de compuestos bioactivos en comparacion con el
fruto. Por lo tanto, las hojas de fresa podrian ser una valiosa fuente de acido eldgico, un
antioxidante bioactivo que se encuentra en cantidades relativamente bajas en la dieta humana, su
potencial biomédico ha despertado un interés creciente en la comunidad cientifica y en la industria
de la salud (Salas-Arias et al., 2022).

Los compuestos fendlicos son sustancias que contienen multiples grupos fenol, conocidas como
hidroxibenceno, unidas a estructuras aromaticas o alifaticas (Gimeno, 2004), constituyen parte de
los metabolitos secundarios, que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y se
encuentran en diversos alimentos y plantas, como frutas, verduras, granos enteros y hierbas
(Martin Gordo, 2018). La mayoria de estos compuestos son facilmente accesibles y disponibles
para el organismo a través de diferentes procesos mecéanicos, enzimaticos y quimicos. Sin
embargo, durante el proceso de envejecimiento, estos factores pueden cambiar y afectar la
absorcion de estos compuestos (Cereceres-Aragon et al., 2019).

Los compuestos fenolicos cuantificados en los extractos de las hojas de las plantas son de gran
importancia debido a que constituyen un grupo de metabolitos secundarios que se consideran
antioxidantes naturales con multiples beneficios bioldgicos para el ser humano. Los compuestos
fenolicos toman los radicales libres neutralizando especies de oxigeno reactivas, peligrosas y
quelantes de iones metalicos (Filipiak, 2001). Por esta razon, estos compuestos han sido objeto
de numerosas investigaciones debido a su potencial para promover la salud y prevenir

enfermedades. El creciente interés en los compuestos fendlicos es debido a su potencial efecto
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positivo contra ciertas enfermedades, principalmente en algunas formas de cancer
y enfermedades coronarias, asi como la prevencion de enfermedades cardiovasculares y
degenerativas (Moreno et al., 2015). Ademas de su actividad antioxidante, se ha demostrado que
estos compuestos tienen beneficios para la salud, como propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas y anticancerigenas (Gimeno, 2004).

Es importante tener en cuenta que la absorcion y la biodisponibilidad de estos compuestos pueden
variar segun diversos factores, como la matriz alimentaria, el procesamiento y la interaccion con
otros nutrientes (Cereceres-Aragédn et al., 2019). En la exploracion de compuestos bioactivos
presentes en las plantas, muchas especies han sido motivo de estudio con el fin de identificar el
contenido de compuestos fenolicos con potencial terapéutico. La extraccion de estos metabolitos
esta influenciada por el tipo de solvente utilizado y diversas condiciones como el efecto de la
temperatura aplicada durante el proceso de extraccion. En el contexto de aplicaciones
terapéuticas, la medicina tradicional se centra en el uso de mezclas de etanol y agua como
solventes preferidos (Soto-Garcia & Rosales-Castro, 2016).

Los métodos comunmente usados para la extraccion de estos compuestos presentes en plantas
invocan la aplicacion de solventes de distinta polaridad, con el inconveniente de manejar grandes
volumenes, acompaiada de un alto costo de los mismos. La extraccion convencional presenta la
desventaja de consumir altas cantidades de solvente, material vegetal, consumo energético
y requieren largos tiempos de extraccion, que pueden provocar la degradacion de los compuestos
fenolicos (Silva, 2012).

La extraccion de compuestos fenolicos esta condicionada por la textura y contenido acuoso de
material vegetal. Para sustancias de alta y mediana polaridad se utilizan solventes como etanol,
acetato de etilo y acetona (Sierra et al., 2018). Existen diferentes técnicas de extraccion, estas
dependen de las caracteristicas anteriormente mencionadas. El ultrasonido como técnica de
extraccion es ampliamente utilizada, puesto que se considera una técnica prometedora para la
extraccion fenodlica debido a su eficiencia y capacidad para preservar las propiedades de estos

compuestos. Ademas de ser una de las técnicas mas econdémicas entre los métodos de extraccion
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desarrollados. Su aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica ha demostrado buenos
resultados en la obtencion de compuestos fendlicos con fines nutricionales y terapéuticos (Rojas
etal., 2019).

La temperatura juega un papel crucial en la extraccion, a medida que aumenta la temperatura, se
incrementa la cinética de extraccion, lo que facilita la transferencia de los compuestos fenélicos
desde la matriz vegetal al solvente. Esto se debe a que el calor provoca la expansion y ruptura de
las estructuras celulares, facilitando la liberacion de los compuestos fenoélicos. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la temperatura también puede tener efectos negativos en la
extraccion (Ramoén & Gil-Garzon, 2021). Un aumento excesivo de temperatura puede provocar
la degradacion de los compuestos, especialmente si se superan los limites de estabilidad térmica
de los compuestos en cuestion. Por lo tanto, es crucial encontrar un equilibrio entre la temperatura
optima para la extraccion eficiente y la preservacion de la integridad de los compuestos fenolicos.
Ademas, el efecto de la temperatura puede variar dependiendo de la matriz vegetal y los
compuestos fenodlicos especificos que se deseen extraer. Algunos compuestos fendlicos pueden
ser mas sensibles al calor que otros, por lo que es importante determinar la temperatura adecuada
para cada caso especifico (Sepulveda & Zapata, 2019).

METODOLOGIA

Materiales

Balones de aforo de 5 mL, 10 mL, 50 mL y 100 mL, vasos de precipitacion (100 y 250 mL),
varilla de agitacion, espatulas, tubos de microcentrifuga de 2 mL (Eppendorf), pipetas,
micropipetas de volumen fijo y volumen variable, probetas (10 y 100 mL), recipiente de vidrio
(10 mL), celda de cuarzo de espectrofotometro, mortero y pistilo de ceramica, gradilla plastica
para tubos Eppendorf, parafilm, rotuladores, esferos, lapiz, toallas absorbentes, bolsas herméticas,

mascarilla, guantes, crondmetro, cuaderno de notas.
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Equipos

Balanza analitica (METTLER TOLEDO XPE204, USA), microcentrifuga refrigerada (BUNSEN
FINSEN-R 1800RPM 24088XG, Espafia), Espectrofotometro UV-VISIBLE (Thermo Scientific
Evolution 201, Espafia), refrigeradora —4°C (LG GS65SPP1, Ecuador), estufa (BINDER ED
240L, Alemania), bafio ultrasonido (BRANSON 2800, México).

Reactivos

Carbonato de sodio 99,5%, acido galico 97,5%, Folin & Cicalteu 2N, metanol, alcohol etilico
absoluto, agua Milli-Q.

Metodologia para determinar la acciéon del solvente y temperatura

Se trabajo con hojas de fresa recolectadas en frascos estériles que fueron liofilizados
posteriormente, con el fin de conservar su calidad, prolongar la vida util, preservar los nutrientes
y compuestos volatiles, para facilitar su uso en una variedad de aplicaciones alimentarias y no
alimentarias.

Las hojas liofilizadas se trituraron en un mortero y posteriormente se procedio a tamizar en una
malla  N° 60 con la finalidad de obtener un polvo homogéneo y reducir el tamafio de particula
(250 pm), el polvo homogeneo es almacenado en bolsas herméticas para su posrterior analisis.
Se toma 0,1 g de polvo de hoja seca de fresa y se coloca en tubos Eppendorf de 2 mL junto con 1
mL de solvente. Luego, se utiliza el método de extraccion asistido por ultrasonido a una frecuencia
de 40 kHz a tres temperaturas diferentes (40°C, 50°C y 70°C) durante 5 minutos. Después, se
centrifuga la muestra durante 5 minutos a una velocidad de 3869 rpm. El liquido sobrenadante se
elimina mediante evaporacion a 40°C en una estufa durante 60 minutos. El residuo resultante se
ajusta a un volumen final de 5 mL con agua Mili-Q. Todo el proceso experimental se repite tres
veces para obtener resultados consistentes.

Se utilizaron las siguientes combinaciones de solventes para evaluar su efectividad: metanol puro
al 100%, una mezcla de metanol y agua en una proporcion de 75:25, etanol puro al 100%, una

mezcla de etanol y agua en una proporcion de 75:25, y agua pura al 100%.
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Cuantificacion de compuestos fenolicos totales

Se empleo el método de Folin Ciocalteu, utilizando acido galico como estandar de referencia para
crear la curva de calibracion. Se mezclaron 50 pL del extracto con 100 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu 2 N. La mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos, luego se
agregd 1 mL de Na2CO3 0,7 M y se ajusto el volumen a 5 mL utilizando agua Milli-Q. Tras una
reaccion de dos horas en la oscuridad, se midid la absorbancia del color azul obtenido a 760 nm
utilizando un espectrofotometro UV-VIS (Kong et al., 2012). El contenido de compuestos
fenolicos se determin6d mediante tres repeticiones del experimento, utilizando la Ecuacion 1 para

comparar directamente la sefial de las muestras con la de los patrones de acido galico (AG).

A;60— by FD
760 2

Ecuacién 1 Compuestos fenolicos =
my 9u

Donde:

A760: Absorbancia a 760 nm,
m, y b,: Pendiente e intercepto de la recta de regresion del calibrado con AG.

FD: factor de dilucion

gu: gramos de hoja seca

RESULTADOS Y DISCUSION

Se cred una curva de calibracion utilizando acido géalico (AG) como estandar. Se prepard una
solucion de referencia inicial con una concentracion de 1000 mg/L y se realizaron diluciones
adecuadas para obtener los puntos de calibracion. Se observd una relacion lineal entre la
absorbancia y la concentracion de acido galico en el rango de 1-7 mg/L. En la Figura 1 se ilustra
la curva de calibracion obtenida. Utilizando esta linea de regresion, se determind
cuantitativamente el contenido de compuestos fenolicos totales en las muestras y los resultados

se expresaron mg de AG/g.

Pagina 2569



Figura 1. Curva de calibracion de 4cido gélico.
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La eleccion de un solvente apropiado es un paso fundamental ya que debe mostrar una alta
selectividad en el proceso de extraccion. Segin Soto-Garcia & Rosales-Castro, (2016) la
eficiencia tanto en términos cuantitativos como cualitativos de la extraccion estd altamente
influenciada por la polaridad del solvente seleccionado, el solvente debe tener la capacidad de
disolver el analito y minimizar la extraccion simultdnea de otros componentes presentes en la
muestra. La extraccion con solventes orgédnicos es eficiente, pero resulta muy costosa por las
grandes cantidades de solvente. Ademads, la temperatura desempefia un papel significativo en la
velocidad de extraccion, como se indica en la investigacion de Rodriguez-Trejo et al. (2022)
donde la temperatura juega un papel importante en la extraccion de compuestos fendlicos, ya que
puede afectar tanto la eficiencia de la extraccion como la calidad de los compuestos obtenidos.
Es necesario encontrar la temperatura adecuada que permita maximizar la eficiencia de extraccion
sin comprometer la integridad y la calidad de los compuestos fenolicos deseados. Para lograr esto,
en la presente investigacion se trabajo con tres temperaturas para determinar la optima de

extraccion: 40°C, 50°C y 70°C.
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Figura 2. Efecto del solvente y temperatura sobre el contenido de compuestos fenolicos
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La figura 2 muestra los resultados obtenidos al evaluar la influencia del solvente y temperatura.
En las extracciones realizadas en el ultrasonido por 5 minutos con diferentes solventes puros y
sus respectivas mezclas (agua 100%, etanol 100%, metanol 100%, etanol:agua 75:25 y
metanol:agua 75:25). De los solventes utilizados el que mayor capacidad de extraccion fue con la
mezcla etanol:agua 75:25 seguida del metanol 100% a 50 °C. Mientras que el solvente que menor
capacidad de extraccion fue con el agua 100%. La baja solubilidad de estos metabolitos en
solventes organicos absolutos se debe al fortalecimiento de los enlaces de hidrogeno entre los
compuestos fenodlicos. Segin Karlund et al. (2014), las soluciones de alcohol/agua son mas
eficientes en la extraccion de estos compuestos en comparacion con los solventes de un solo
componente, posiblemente debido al debilitamiento de los enlaces de hidrégeno en las soluciones
acuosas. Por esta razon, el uso combinado de agua y solventes organicos puede facilitar la
extraccion de compuestos que son solubles tanto en agua como en solventes organicos. Esto
podria explicar por qué los rendimientos obtenidos con etanol:agua 75:25 son mayores que los
rendimientos obtenidos con extractos puros de agua o etanol. Estos resultados son consistentes
con los reportados por Do et al. (2014). En términos de toxicologia, el etanol y el agua se
consideran més seguros que el metanol, lo que los convierte en solventes amigables con el

ambiente y seguros para el ser humano.
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Se investigo el efecto de la temperatura a diferentes niveles: 40°C, 50°C y 70°C. Se determind que
la temperatura optima de extraccion fue a los 50°C, ya que proporciond una concentracion mas
alta de compuestos fendlicos, demostrando una mayor eficiencia a temperaturas mas altas, esto
se debe a que, a temperaturas elevadas, la difusion y solubilidad de los analitos en el solvente se
incrementan, mejorando la extraccion. Sin embargo, la extraccion con etanol y agua presentan
una eficiencia baja a temperaturas inferiores a 50 °C, por lo que no se logra extraer la cantidad
maxima de compuestos. Por otro lado, se encontrdé que a temperaturas superiores a 50°C se
producia la degradacion de los compuestos fendlicos. Esto se evidencia en la Figura 2, donde se
observa una disminuciéon en la concentraciéon de los compuestos a 70°C, lo cual estd en
concordancia con los hallazgos de Brglez Mojzer et al. (2016).

Tabla 1 Contenido de compuestos fendlicos extraidos de hojas de fresa

Temperatura

40°C 50°C 70°C
Solvente mg AG/g hojaseca  mg AG/g hoja seca mg AG/g hoja seca
Agua 100% 22,47 +0,23 26,04 +£0,11 22,06 +£0,24
Etanol 100% 23,11 +0,34 27,78 £0,18 26,63 £0,14
Metanol 100% 35,75+0,26 40,14 +£0,27 37,83 £0,23
Etanol:agua 75:25 39,77 £ 0,57 40,84 +£0,21 32,15 £0,34
Metanol:agua 75:25 35,12+ 0,09 36,59 +£0,14 35,03 £0,11

De los resultados mostrados en la Tabla 1 se puede evidenciar que la temperatura optima de
extraccion se da a los 50°C, usando como solvente la mezcla de etanol:agua 75:25, que fue
particularmente eficiente en la extraccion de compuestos fenolicos, obteniendo concentraciones
mas altas en comparacion con los otros solventes evaluados, que fue de 40,84 + 0,21 mg AG/g
hoja seca. Ademas, se demostré que la temperatura juega un papel crucial en la extraccion de
compuestos fendlicos. Sin embargo, a temperaturas demasiado altas, se observo una degradacion
de los compuestos fendlicos, lo que indica que existe un rango 6ptimo de temperatura para la
extraccion eficiente sin afectar la integridad de los compuestos. Estos hallazgos son importantes
para desarrollar métodos de extraccion mas eficientes y optimizar la recuperacion de compuestos

fendlicos.
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CONCLUSIONES

Larelacion entre la temperatura y el solvente utilizado para la extraccion de compuestos fenolicos
tiene un impacto significativo en la eficiencia y la concentracion de los compuestos obtenidos. Se
encontro que una temperatura dptima de extraccion, fue 50°C, resulté en una mayor concentracion
de compuestos fendlicos. Ademas, se observo que ciertos solventes, como el etanol: agua 75:25
y el metanol 100%, mostraron una mayor capacidad de extraccion en comparacion con los otros
solventes etanol 100%, metanol: agua 75:25 y agua 100%. Esto puede deberse a diferencias en la
solubilidad y a las interacciones quimicas especificas entre los compuestos fenolicos y los
solventes utilizados.

Es importante considerar la naturaleza de los compuestos fendlicos y los objetivos del estudio al
seleccionar la combinacion dptima de temperatura y solvente. Estos factores pueden variar segiin
el tipo de compuesto y las propiedades quimicas especificas de la muestra en estudio. Por lo tanto,
es recomendable realizar pruebas preliminares para determinar la mejor relacién entre
temperatura y solvente para obtener los mejores resultados de extraccion de compuestos fenolicos
en un contexto particular

La optimizacion de la relacion entre temperatura y solvente es crucial para maximizar la eficiencia
y la concentracion de compuestos fenodlicos extraidos, lo que puede tener implicaciones

significativas en aplicaciones posteriores.
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