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RESUMEN

Introduccién: reportes cientificos muestran que las hojas de bambu,
principalmente provenientes de Phyllostachys nigra, contienen compuestos con
actividad antioxidante aptos para uso alimentario. Dado que la Guadua angustofolia
Kunt. es el género de bamblU nativo mas importante de Colombia y América
tropical, se estudi6 si esta especie también contiene compuestos con actividad
antioxidante.

Objetivo: evaluar la influencia de la técnica, del solvente y del método de
extraccion para obtener fracciones con actividad antioxidante a partir de hojas de
Guadua angustifolia Kunth (Poaceae).

Métodos: se plante6 un disefio experimental de blogues completamente
aleatorizado, el factor de bloqueo principal fue la técnica de extraccion (reflujo,
soxhlet, ultrasonido), y como tratamiento el solvente (etanol 50 %, acetato de
etilo, éter dietilico). También se realiz6 un estudio de comparacion multiple para
evaluar 2 métodos de extraccion (directo y fraccionamiento sucesivo por polaridad).
Las extracciones se hicieron sobre hojas secas, molidas y desengrasadas. La
actividad antioxidante se midié6 como la capacidad de atrapamiento del radical
formado a partir de DPPH (2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Resultados: todos los extractos obtenidos mostraron actividad antioxidante. La
aplicacion de diferentes técnicas de extraccién o de métodos no mostré diferencias
significativas en los valores de actividad antioxidante. Si se observé diferencia
estadistica con el tipo de solvente usado; la actividad antioxidante resulté6 menor en
los extractos obtenidos con éter dietilico.

Conclusiones: los extractos logrados muestran actividad antioxidante, que
concuerda con la actividad presentada por otros bambus.

Palabras clave: Guadua angustifolia Kunth, bambu, actividad antioxidante.
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ABSTRACT

Introduction: scientific reports show that bamboo leaves, mainly from
Phyllostachys nigra, contains compounds with antioxidant activity suitable for food.
Since Guadua angustifolia Kunt is the most important native bamboo genus in
Colombia and tropical America, this study analyzed whether this species had
compounds with antioxidant activity.

Objective: to assess the influence of the technique, the solvent and the method of
extraction in obtaining fractions with antioxidant activity from Guadua angustifolia
Kunth (Poaceae) leaves.

Methods: a completely randomized experimental design of blocks, was presented
where the main blocking factor was the extraction technique (reflux, soxhlet,
ultrasound), and as treatment was the solvent (50 % ethanol, ethyl acetate, diethyl
ether). Additionally, a multiple comparison study was carried out to evaluate two
extraction methods (direct and successive fractionning by polarity). The extractions
were performed on dry, ground and grease-free leaves. The antioxidant activity
was measured as the trapping capacity of radical derived from DPPH (2-2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl).

Results: all the extracts show antioxidant activity. The application of different
extraction techniques or methods did not show significant differences in the
antioxidant activity figures, but did show statistical significance with respect to the
used solvent. The antioxidant activity was lower in extracts from diethyl ether.
Conclusions: the resulting extracts show antioxidant activity, in agreement with
previously reported results for other bamboos.

Key words: Guadua angustifolia Kunth, bamboo, antioxidant activity.

INTRODUCCION

Guadua angustifolia Kunth constituye el género de bambu nativo mas importante
de Colombia y América tropical, es un excelente recurso renovable de réapido
crecimiento y facil manejo.! Llama la atencién que en los paises orientales se han
encontrado multiples usos al bambu, entre ellos esta el hecho de que a partir de las
hojas de bambu principalmente Phyllostachys nigra var. henonis, se han aislado y
caracterizado compuestos con actividad antioxidante denominados AOB
(antioxidant of bamboo), se ha demostrado su seguridad comestible y se han
listado en los estandares nacionales de China con el cédigo GB-2760 como
antioxidantes de alimentos, con permiso otorgado por el Ministerio de Sanidad de la
Republica Popular de China. Los principales componentes funcionales en los AOB
son los flavonoides, las lactonas y los acidos fendlicos. Las flavonas C-glucosiladas
son el grupo de flavonoides mas representativo en las AOB, llamadas orientina,
homoorientina, vitexina e isovitexina.?®

Este estudio tiene como objetivo evaluar, a través de un disefio experimental de
bloques completamente aleatorizado, la influencia de la técnica, del solvente y del
método de extraccidn para obtener fracciones con actividad antioxidante a partir de
hojas de Guadua angustifolia Kunth.
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METODOS

El material vegetal de partida estuvo constituido por hojas secas y molidas de
Guadua angustifolia Kunth (Poaceae), provenientes de un cultivo de 4 arfios
ubicados en la localidad de Maracaibo-Valle-Colombia. EI material vegetal fue
secado en estufa a 60 ©C. La clasificacion y conservacion de la especie se encuentra
en el Instituto de Ciencias Naturales de Colombia, cdédigo de barras COL000177528,
numero de catalogo 61713, numero de coleccion 8333.

Se tomo6 400 g de hojas secas y molidas y se sometieron a desengrase en Soxhlet,
utilizando n-hexano como solvente, por un periodo de 4 h.

Métodos de extraccion del material vegetal

Método 1: extracciéon directa, 10 g de muestra desengrasada se extrajeron con 100
mL de acetato de etilo, éter dietilico y etanol 50 %, usando 3 técnicas de extraccion
por separado: reflujo, Soxhlet y ultrasonido; para un total de 9 extracciones
realizadas por separado. Las extracciones con reflujo se hicieron durante 1 h, en
Soxhlet 3 h y en ultrasonido 2 h a 30 °C.

Método 2: fraccionamiento sucesivo por polaridad, 30 g de muestra desengrasada
se extrajeron con 300 mL de etanol 50 %, con el empleo de reflujo durante 1 h. El
extracto hidroalcohdlico obtenido se rotaevapord hasta eliminar el etanol, luego se
llevé a pH 3,0 con HCI 1M. Se tomaron 10 mL de este extracto acuoso concentrado
y se extrajeron con 3 porciones de 20 mL de éter dietilico mediante extraccion
liguido-liquido. La fase acuosa resultante se extrajo de nuevo con 3 porciones de 20
mL de acetato de etilo. La fase acuosa final se llevé a 60 mL con agua desionizada
y se filtr6. En total se obtuvieron 4 fracciones por este método: hidroalcohdlica,
etilica, acetato de etilo y acuosa.

En ensayos posteriores se realizaron extracciones por percolacion siguiendo el
método 1, donde se pesaron 100 mg de muestra y se saturaron con 600 mL de
etanol 50 % en un percolador de vidrio, permaneciendo en reposo durante 48 h,
pasado este tiempo se recogieron 500 mL de percolado para los ensayos
posteriores.

Determinacion de la actividad antioxidante por método DPPH

Cada uno de los extractos obtenidos fue llevado a sequedad, y redisuelto con
metanol hasta obtener una concentracién de 50 mg.mL™. En una celda se adicionan
20 pL de muestra y 1 980 pL de solucion 0,1 M de DPPH. Se midi6 la absorbancia a
517 nm después de 1 min y luego cada 5 min durante 30 min. Se determiné el
porcentaje de habilidad captadora de radicales libres del extracto, utilizando la
ecuacion siguiente:

o Ao0-A30
% Habilidad captadora= ——— ¥ 100

Ao

Donde A, representa la absorbancia inicial y Azp la absorbancia a los 30 min de
.z 7
reaccion.
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Estrategia estadistica

Se planted un disefio de bloques completamente aleatorizado y balanceado para
cada método de extraccion (directo y fraccionamiento sucesivo por polaridad),
tomando como factor de bloqueo principal la técnica de extraccion (reflujo, Soxhlet,
y ultrasonido), y como tratamiento los 3 solventes (etanol 50 %, acetato de etilo y
éter dietilico). El disefio de bloques permitié evaluar las técnicas de extraccién con
respecto a cada uno de los solventes y como estos influyen en la respuesta
(actividad antioxidante), al valorar si existe diferencia estadistica entre cada técnica
(intergrupo) y diferencia estadistica entre solventes (intragrupo).® También se
realizd6 un estudio de comparacion mudaltiple para evaluar los 2 métodos de
extraccion en la obtencidn de extractos con mayor actividad antioxidante.

RESULTADOS

La influencia de los diferentes métodos, las técnicas y los solventes de extracciéon
en los extractos obtenidos con actividad antioxidante, se evalu6 por medio de la
aplicacion de disefio de bloques, cuyos resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la actividad antioxidante siguiendo el disefio de blaques aplicado

Meétodo 1 Extraccion directa

Blogques
Tratamientos Reflujo Saxhlet Ultrazonida
74,0 20,0 81,0
Etanol 50% 65,0 78,0 80,5
E&,0 76,0 80,0
. 20,0 77,0 78,0
Acetato de etilo 81,0 81,5 77,0
82,0 86,0 76,0
, 79,0 , 31,0
Eter dietilico 70,0 43,0 45,5 28,0
61,0 s0,0 25,0

mMeétodo 2. Fraccionamiento sucesivo por polaridad

Bloques
Tratamientos Refluja Saoxhlet Ultrasonida
74,0 20,0 81,0
Etanol 50% 65,0 78,0 80,5
E&,0 76,0 80,0
i 77,0 71,0 74,0
scetato de etilo 63,0 73,0 67,0
49,0 75,0 60,0
. . 84,0 63,0 57,0
Eter dietilico 73,5 67,0 63,5
73,0 71,0 20,0

Al realizar la comparaciéon entre bloques para evaluar la influencia de las 3 técnicas
de extraccidén estudiadas por medio de analisis de varianza (ANOVA), se encuentra
que no existe diferencia significativa en los valores de la actividad antioxidante
entre las técnicas debido a que el valor p (0,6582) para el método 1 y el valor p
(0,7982) para el método 2, son mayores que un valor o de 0,05 con un nivel de
confianza de 95 %. El andlisis de contraste de medias muestra que las medias de
los bloques son muy parecidas y los intervalos de confianza estan muy proximos,
esto indica que entre las técnicas de extraccidon no existe diferencia significativa
(Fig. 1), lo cual es corroborado por la prueba de rangos mdaltiples.
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(a): método 1, (b): método 2.

Fig. 1. Medias e intervalo de confianza de 95 % para las 3 técnicas de extraccion por
diferentes métodos.

Al analizar la variabilidad entre los tratamientos en cada bloque, para evaluar la
influencia del solvente, se encontraron 2 situaciones: una, en la cual el andlisis de
varianza (ANOVA) muestra que no hay diferencia significativa entre los valores de
la actividad antioxidante de cada solvente de extraccidon con & del 0,05 y un nivel
de confianza de 95 %; y otra, que si hay diferencia significativa, lo cual indica que
al menos uno de los tratamientos es distinto de los otros. La variabilidad entre los
tratamientos se encontré en 2 bloques del método 1: Soxhlet (valor p= 0,0101) y
ultrasonido (valor p= 0,0005). Para saber cual tratamiento es distinto, se hizo una
prueba de contraste de Fisher. En la figura 2 se muestran las medias e intervalo de
confianza de 95 % evaluadas por Fisher, donde se observa que en el método 2 no
existe diferencia estadistica significativa en la actividad antioxidante evaluada por
DPPH en los extractos obtenidos con cada solvente; mientras que con el método 1
si hay diferencia entre los tratamientos, el uso del solvente éter dietilico produce la
menor actividad antioxidante cuando se usa la técnica de extraccion de Soxhlet y
ultrasonido.
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(a): método 1, (b): método 2.

Fig. 2. Grafico de medias e intervalo de confianza de 95 % para los extractos etéreo,
etandlico y en acetato de etilo, con diferentes técnicas de extraccion por diferentes
metodos.

Finalmente, se compararon los 2 métodos usados: método directo y método de
fraccionamiento sucesivo por polaridad; el analisis de varianza muestra que el valor
p (0,8729) es mayor que un o de 0,05 con un nivel de confianza de 95 %o, lo cual
indica que no existe diferencia estadistica significativa entre los valores de la
actividad antioxidante promedio entre los 2 métodos. Este resultado se corroboré
mediante la prueba de rangos multiples que mide si hay homogeneidad entre los
bloques (tabla 2). La prueba de rangos multiples por el método de Fisher muestra
que las medias de los bloques no son distintas estadisticamente en los 2 métodos.

Tabla 2. Prueba de rangos multiples por método de Fisher entre los métodos de
extraccion

Tratamiento Conteo | Promedio | Homogeneidad de grupos
Ultrasonido Método 1 | 6 61,8 X
Soxhlet Método 1 6 68,7 X
Reflujo Método 2 6 68,8 X
Soxhlet Método 2 6 71,0 X
Ultrasonido Método 2 | 6 72,0 X
Reflujo Método 1 6 72,0 X
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Contraste Significancia | Diferencia :_r::‘g:(i?)r/superior
Reflujo M1-Reflujo M2 No 3,1 18,5
Reflujo M1-Soxhlet M1 No 3,3 18,5
Reflujo M1-Soxhlet M2 No 1,0 18,5
Reflujo M1-Ultrasonido M1 No 10,2 18,5
Reflujo M1-Ultrasonido M2 No 0,0 18,5
Reflujo M2-Soxhlet M1 No 0,2 18,5
Reflujo M2-Soxhlet M2 No -2,2 18,5
Reflujo M2-Ultrasonido M1 No 7,0 18,5
Reflujo M2-Ultrasonido M2 No -3,2 18,5
Soxhlet M1-Soxhlet M2 No -2,3 18,5
Soxhlet M1-Ultrasonido M1 No 6,8 18,5
Soxhlet M1-Ultrasonido M2 No -3,3 18,5
Soxhlet M2-Ultrasonido M1 No 9,2 18,5
Soxhlet M2-Ultrasonido M2 No -1,0 18,5
w;rasonldo M1-Ultrasonido No 10,2 18.5

Dados estos resultados, se introdujo la técnica de percolaciéon siguiendo el método
2, dado que esta técnica es de facil escalado a nivel industrial. Al compararla con
las otras 3 técnicas de extraccion estudiadas por medio de analisis de varianza
(ANOVA) se observa que no hay diferencia significativa en la actividad antioxidante
entre las 4 técnicas de extraccion, puesto que el valor p (0,7799) es mayor que el
alfa de 0,05 con un nivel de confianza de 95 %. Este resultado se ratifico, por
medio de analisis de contraste de medias (Fig. 3a) donde se muestra que las
medias de los bloques son muy parecidas y los intervalos de confianza estan muy
préximos, lo cual indica que los datos en los bloques son bastante homogéneos y
por lo tanto la actividad antioxidante en los extractos obtenidos por percolacién son
similares a la obtenida por las otras 3 técnicas evaluadas.

Al evaluar la influencia del solvente en la percolacién siguiendo el método 2, en el
andlisis de varianza se obtuvo un valor p (0,0118) menor que el o de 0,05 con un
nivel de confianza de 95 %, y el grafico de medias e intervalo de confianza de 95 %
evaluadas por Fisher (Fig. 3b), indican que si hay diferencia estadistica entre los
solventes y la mas activa es la de acetato de etilo. En la tabla 3 se muestran los
porcentajes de recuperacion.
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(a): para comparar la percolacion con las otras 3 técnicas de extraccion.
(b): para comparar la percolacion con los diferentes solventes.

Fig. 3. Medias e intervalo de confianza de 95 % con el método 2.

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion en los diferentes ensayos realizados

Porcentaje de recuperacian

Téchica solvente - -
Metodo 1 Metodo 2
etanol 11,00 = 0,08 11,40 £ 0,11
Reflujo eter dietilico 7,00 £ 0,28 ?,40*:!: 0,29
acetato de etilo 7,00 £ 0,12 ?,40* + 0,21
etanacl 19,20 + 0,28 14,20 £ 0,09
Soxhlet gter dietilico 13,00 £ 0,33 12J5E|* 0,24
acetato de etilo | 12,20 £ 0,03 10JE|E|* + 0,53
etanaol 15,10 0,16 12,00 £+ 0,10
Ultrasonido gter dietilico 65,00 £ 0,07 ?,ED* + 0,49
acetato de etilo 6,00 £ 0,31 8,60* + 0,65
etanacl 15,10 + 0,09 13,00 £ 0,14
Percolador éter dietilico 6,0 £ 0,36 7,25t 0,64
acetato de etilo | 6,0 £ 0,52 5,6% £ 0,40

* Proviene de la particion realizada sobre |a fraccidn etandlica comrespondiente.

DISCUSION

El disefio de bloques permitié determinar que la diferencia en la actividad
antioxidante encontrada en los extractos obtenidos, esta dada por el tipo de
solventes usado mas que por la técnica de extraccidn o el orden de extraccion
(método). Se determind que los ensayos con menor efectividad para obtener
extractos con actividad antioxidante de hojas de Guadua, fueron la extraccién con
éter dietilico tanto por la técnica de Soxhlet como de ultrasonido, siguiendo el
método 1.
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Esto indica que los compuestos con actividad antioxidante son compuestos polares
y de mediana polaridad, lo cual podria indicar la presencia de compuestos
polifendlicos como flavonoides, a los cuales se les ha atribuido la actividad
antioxidante, y que han sido encontrados en hojas de bambu Phyllostachys nigra
var. henonis.>®

La técnica de percolacién se puede usar para escalar la extraccién, donde la
fraccidon de mayor actividad antioxidante es la de acetato de etilo.

Los porcentajes de recuperacion no cambian con el método aplicado y son mas
altos en la fraccion etandlica.

Finalmente, las conclusiones que se pueden inferir de este trabajo son que las
fracciones obtenidas a partir de hojas de Guadua angustifolia Kunt presentan
actividad antioxidante por el método DPPH. Estas fracciones se pueden obtener a
través de la extraccién con etanol 50 % o acetato de etilo, usando técnicas como
reflujo, Soxhlet, ultrasonido o percolacién y haciendo la extraccion de forma directa
o por fraccionamiento sucesivo.
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