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Resumen

La mezcla de 4cidos fosfomolibdico (H3PMo012040) y fosfotungstico (H3PW2040),
produce el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), que se ha venido utilizando en los ultimos
afios para analizar fenoles en extractos vegetales, puesto que al contener fenoles
reaccionan con el (FC) mostrando una coloracion azul. El objetivo de esta investigacion
fue determinar el contenido de fenoles totales en aji tradicional, que se siembra en la
region costa como es el aji gallinazo y el tradicional de la region sierra el aji rocoto, por
el método de Folin-Ciocalteau. Se prepararon extractos metandlicos de la muestra, y se
preparé la curva de calibracién, solucién patréon de Acido Galico Smg/ml y se diluye a
diferentes concentraciones (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4) mg/ml, aplicando una longitud de
onda de (A = 760 nm). El contenido de compuestos fenolicos expresados en mg de acido
galico (mg GAE/g PS) para la muestra del aji gallinazo fue de 60,04 mg GAE/g PS y para
la muestra de aji rocoto fue de 39,15 mg GAE/g PS, existiendo una gran diferencia en el
contenido de fenoles totales. En conclusion, el contenido de fenoles totales en el aji
gallinazo es mayor que en el aji rocoto.
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Abstrac

The mixture of phosphomolybdic acids (H3PMo12040) and phosphotungstic acid
(H3PW12040), produces the Folin-Ciocalteu (FC) reagent, which has been used in recent
years to analyze phenols in plant extracts, since when they contain phenols they react
with the (FC) showing a blue coloration. The objective of this investigation was to
determine the content of total phenols in traditional chili pepper, which is sown in the
coastal region such as chili pepper and the traditional one of the sierra rocoto chili pepper
region, by the Folin-Ciocalteau method. Methanolic extracts of the sample were prepared,
and the calibration curve was prepared, standard solution of Galic Acid 5Smg / ml and
diluted to different concentrations (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0, 4) mg / ml, applying a
wavelength of (A = 760 nm). The content of phenolic compounds expressed in mg of
gallic acid (mg GAE / g PS) for the gallinazo chili pepper sample was 60.04 mg GAE / g
PS and for the chili pepper sample was 39.15 mg GAE / g PS, there is a great difference
in the content of total phenols. In conclusion, the content of total phenols in gallinazo
chili pepper is higher than in rocote chili pepper.
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1.- Introduccion

Los compuestos fendlicos son todos aquellos que tienen un grupo fenol, benceno unido a
estructuras aromadticas y alifaticas, a su vez estos fenoles pueden ser polifenoles y
monofenoles, los fenoles los podemos encontrar en la mayoria de alimentos como la
cebolla, tomate, pitahayas, bayas, vino tinto, tunas, guayaba, uvas, frambuesas,
pimientos, en el café, cacao, entre otros; aunque unos contienen mas fenoles que otros
(CREUS, 2004).Estos Fito nutrientes incluyen un numeroso grupo de compuestos que
han sido sujeto de una extensiva investigacion como agentes preventivos de
enfermedades.Los fenoles protegen a las plantas contra los dafios oxidativos y llevan a
cambio la misma funcidn en el organismo humano. (Chasquibol et al., 2003).

se ha recomendado el consumo de antioxidantes como los compuestos fenolicos, los
cuales, ademas de mostrar una gran capacidad para contrarrestar el estrés oxidativo, se
les atribuye una importante efecto en el metabolismo de los carbohidratos mediante varios
mecanismos, entre los que se incluye la inhibicion en la digestion de carbohidratos y la
absorcion de glucosa en el intestino, la estimulacion de la secrecion de insulina por las
células B pancredticas, la disminucion en la produccién de glucosa por el higado y la
activacion de la cascada de sefalizacion de insulina (Knekt y col, 2002; Asgar, 2013;
Zaktos-Szyda y col, 2015).

En las coloraciones azules, azul-rojo y violetas caracteristicos de ciertas variedades de
cerezas y uvas y el color purpura de la berenjena se deben al contenido fendlico de estos
vegetales. La caracteristica principal de los compuestos fendlicos es su habilidad para
bloquear la accion de enzimas especificas que causan inflamacion. Los fenoles también
modifican los pasos metabolicos de las prostaglandinas, y, por lo tanto, protegen la
aglomeracion de plaquetas (Hertog, et al, 1993). Basados en los datos obtenidos de
estudios experimentales, parece que existen algunos posibles mecanismos para la accion
de los fenoles. Estos inhiben la activacion de carcindgenos, y por lo tanto, bloquean la
iniciacion del proceso de carcinogénesis. (Arellano et al., 2015; Garcia, Fernandez, &
Fuentes, 2015; Munoz-velazquez et al., 2012; Nieves, Kiaraa, Riera, Astrida, Vega &
obalb, Manganiello, Lisbeth#*, 2015; Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

Los fenoles son también antioxidantes y como tales atrapan radicales libres, y previenen
que éstos.se unan y dafien las moléculas de acido deoxiribonucleico (DNA), un paso
critico en la iniciacién de los procesos carcinogénicos. Como antioxidantes, los fenoles
también pre- vienen la peroxidacion de lipidos, los cuales, siendo radicales libres pueden
causar dano estructural a las células normales. El dafio estructural a las membranas de las
células normales interfiere con el transporte de molé- culas a través de éstas afectando el
crecimiento y proliferacion celular. (Creus, 2004; Quifiones et al., 2012). El grupo de los
fenoles incluye a los flavonoides y sus subgrupos las antocianidinas, las catequinas, los
acidos galicos y las isoflavonas. (Chasquibol et al., 2003).

Los compuestos fendlicos se encuentra en toda la naturaleza y es por ello que
indispensable el uso ya que ademas el consumo de compuestos fenolicos principalmente
de los flavonoides que es el mas extendido y de este grupo los flavonoides que son los
que tienen capacidad antioxidante, estos nos permiten prevenir numerosas enfermedades
cardiovasculares, también neurodegenerativas, a disminuir el colesterol y seglin estudios
se ha determinado que tendria gran utilidad en la prevencion de cancer (CREUS, 2004).

Efecto antioxidante de los Fenoles

Los fenoles son muy susceptibles a la oxidacion, por lo tanto, tienen un caracter
marcadamente antioxidante, ya que experimentaran la oxidacion antes que otras especies
susceptibles de ser oxidadas y en consecuencia las protegeran frente a esos ataques
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oxidantes (p.ej., luz, radicales libres, quimicas, entre otros). (Andrés, Zea, & Patricia,
2012; Beltran Delgado, Morris Quevedo, de la Cruz, Quevedo Morales, & Bermudez
Savon, 2013; Figueroa-Cares et al., 2010; Frontela, Canali, & Virgili, 2010; Garcia et al.,
2015; Lopez-Blancas et al., 2014; Quifiones et al., 2012; Ramos-gémez, 2016; Stewart et
al., 2014).

Por otra parte, las estructuras fendlicas complejas tienen la capacidad de recuperar su
estado reducido mediante un equilibrio redox muy favorecido por las interacciones de
otros grupos funcionales de sus estructuras quimicas con distintos metabolitos presentes
en el medio. Con lo cual una vez oxidadas van a recuperar su hidroxilo recuperando su
capacidad antioxidante, evitando nuevamente la oxidacion de otros elementos de interés
del medio (p.ej., proteinas, nutrientes, azicares, etc.) (Copyright Infoagro Systems, S.L.,
2017). Para determinar fenoles se utiliza el método de Folin-Ciocalteu (Galvez, Sanchez,
Ruiz, Molina, & De la Torre, 2013; Garcia et al., 2015; Lopez-Blancas et al., 2014;
Muiioz-velazquez et al., 2012; PNT, 2010; Rincon, Gomez, & Montoya, 2016;
Valenzuela-Bustamante, 2015).

Folin-Ciocalteu este método se origind en los anos 1927 donde los fenoles al ser oxidados,
mediante molibdotungstato, produce coloracion con una absorbancia maximo de 745-750
nm (Prior et al., 2005). Los aflos pasaron, Rossi y Singleton (1965) optimizaron el método
analizando vino detectando fenoles totales; a partir de ese experimento se lo aplico en
varias investigaciones con diferentes aplicaciones (Huang et al., 2005).

Folin-Ciocalteu (RF-C) este reactivo estd compuesto por una combinacion del acido
fosfomolibdico (H3PMo012040), y 4cido fosfotingstico (H3PW12040) esta reaccion,
cuando se produce la oxidacion fenolica, se reduce a 6xidos azules de tungsteno (W8023)
y molibdeno (M08023), (Galili y Hovav, 2014).

Los compuestos fenolicos reaccionan con el RF-C bajo condiciones alcalinas (ajustadas
por la solucioén de carbonato de sodio a pH > 10). La disociacion del proton fendlico
permite la formacion del i6n fenolato, el cual es capaz de reducir el RF-C, lo que apoya
la idea de que la reaccidn ocurre a través del mecanismo de transferencia de electrones
(Huang et al., 2005).

Los compuestos resultantes de color azul tienen un maximo de absorbancia en la region
de los 760 nm, la cual es proporcional a la cantidad total de compuestos fenolicos
presentes en la muestra (Galili y Hovav, 2014), (Valenzuela-Bustamante, 2015).

El reactivo de Folin-Ciocalteu (RF-C) esta formado por una mezcla de 4cido
fosfotungstico (H3PW12040) y 4cido fosfomolibdico (H3PMo012040), la cual, a través
de la oxidacion de los fenoles, es reducida a o6xidos azules de tungsteno (W8023) y
molibdeno (Mo8023), respectivamente (Galili y Hovav, 2014). Los compuestos
fenolicos reaccionan con el RF-C bajo condiciones alcalinas (ajustadas por la solucion de
carbonato de sodio a pH > 10). La disociacion del proton fenolico permite la formacion
del i6n fenolato, el cual es capaz de reducir el RF-C, lo que apoya la idea de que la
reaccion ocurre a través del mecanismo de transferencia de electrones (Huang et al.,
2005). Los compuestos resultantes de color azul tienen un maximo de absorbancia en la
region de los 760 nm, la cual es proporcional a la cantidad total de compuestos fenolicos
presentes en la muestra (Galili y Hovav, 2014). La metodologia utilizada en este trabajo
se baso la descrita en el trabajo de Ciccoet al. (2009), la cual se modifico parcialmente
(adaptando la metodologia para un volumen final de los reactivos de 1300 pL) con el fin
de implementar el método en el espectrofotdmetro de microplacas, para la determinacion
de Fenoles se puede trabajar con acido tanico, cafeico, fertlico, galico.
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2.- Materiales y Métodos

Ubicacion geografica donde se efectud la Investigacion. Este trabajo experimental, se
realiz6 en las instalaciones de los laboratorios de investigacion de la Unidad Académica
de Ciencias Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de Machala, ubicado en el
km 5 Y4 via Pasaje.

Longitud 79°54°46,17"

Latitud 3°17°07,19"

Tipo de investigacion. Se trata de un estudio descriptivo, experimental y aplicativo. Se
empled la metodologia de Espectrofotometria (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015;
Osorio Vélez & Sandino Vargas, 2012; Rodriguez, 2015; Valenzuela-Bustamante, 2015).
2.1. Equipos, Reactivos y materiales

Para este experimento se utilizo reactivos de grado analitico. El acido gélico (C7HsOs), el
carbonato de sodio (Na,COs) el Metanol (CH3-OH), el reactivo de Folin Ciocalteu
(C10H5N305S)

2.2. Material Vegetal

Los ajis Gallinazo (Capsicum frutescens), Rocoto (Capsicum pubescens) han sido
obtenidas de cultivares de Machala y Cuenca.

2.3. Preparacion de los Extractos

Los frutos seleccionados de los ajis fueron secados eliminando su pedunculo, semillas,
para luego colocar en la estufa a 55°C durante tres dias, después se tritura estos frutos con
un molinillo hasta obtener un polvo fino de ajis, se mezclaron 0,025 g de polvo con 5 ml
de metanol (100%) y se pusieron en agitacion durante 1 hora. Posteriormente se incubo a
60 °C en una hora con agitacion continua, después se filtré con ayuda de una geringa de
1 cm’ y con un filtro millipore nylon de 0,45 uM luego se agrega a refrigeracion a 4°C
2.4. Preparacion de la Recta de Calibracion

A partir de la solucion madre de acido galico Smg/ml, se hace diluciones con agua
destilada hasta obtener concentraciones diluidas de (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4) mg/ml.
Para ello se colocd en Eppendorfs protegidos de la luz, 50 uL de las soluciones diluidas
de Acido Galico, luego se aiiadié a cada tubo 200 uL de la dilucién de Folin-Ciocalteu
(1:4), adicional 50 uL de agua destilada se agito y espero de 4-5 minutos y luego se agregd
1000 uL de Carbonato de Sodio 10% posterior a ello se esper6 y dejo reposar 2h para leer
en el espectrofotometro, se debe leer frente al blanco primero, el mismo que tendra los
mismos reactivos en las mismas proporciones con excepcion que no se afiade acido galico
(Quispe, Cabala, Paz, & Silva, 2017).

2.4. Determinacion de Fenoles Totales

El contenido de Fenoles totales se determind por el método de Folin-Ciocalteu descrito
por (Quispe et al., 2017) con algunas modificaciones, para optimizar el uso de reactivos,
se tomaron 50uL de extracto se afiadidé 200 uL de la dilucion de Folin-Ciocalteu (1:4),
adicional a esto se agregd 50 uL de agua destilada se agito y espero de 4-5 minutos y
luego se agreg6d 1000 uL de Carbonato de Sodio 10% posterior a ello se espero y se dejo
reposar por 2h para leer en el espectrofotometro.
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Discusion de Resultados
Determinacion del contenido de Fenoles Totales
Con las absorbancias obtenidas en el espectrofotometro de las diluciones de 4cido galico

(ver tablal), se construyo¢ la recta de calibracion (Ver figura 1)

Tabla 1. Absorbancias de las diluciones de Acido Galico a 760nm

Concentracion mg/ml Absorbancia 760nm
0 0/0
0,05 0,1653/0,009
0,1 0,3657/0,006
0,2 0,7603/0,017
0,3 1,1277/0,012
0,4 1,4673/0,007
1,6
L4 y =3,7223x - 0,0037
12 R?=0,9990
1
<
'S
g 0.8
=
2 0.6
e
<
0,4
0,2
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
-0,2

Concentracion Acido galico mg/ml

Figura 1. Curva de Calibracion de Acido Galico

Para calcular la concentracion de fenoles en relacion con los g de Acido galico
equivalente se utiliza la ecuacion:

Absorbancia + 0,0037
3,7223

Conc.Acido Galico =

Los resultados se expresan en mg de acido galico (mg GAE/g PS) para la muestra del aji
gallinazo fue de 60,04 mg GAE/g PS y para la muestra de aji rocoto fue de 39,15 mg
GAE/g PS, existiendo una gran diferencia en el contenido de fenoles totales (ver tabla 2)
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Tabla 2. Resultados de los Fenoles Totales en las muestras de Aji

Codigo Media Concentracion  Concentracion Promedio Fenoles
(PS) absorbancia mg GAE/ml Fenoles mg mg GAE/g PS
GAE/g PS
Rocoto 0,185/0,004 0,186 37,13
134C 0,194/0,004 0,195 39,00 39,15
0,206/0,008 0,207 41,33
Gallinazo  0,276/0,014 0,277 55,33
60 0,312/0,004 0,313 62,60 60,04
0,310/0,010 0,311 62,20

Al determinar el contenido en fenoles totales de los distintos tipos de ajis observamos que
los ajis de Gallinazo son las que poseen una mayor cantidad de compuestos fenolicos,
seguidas de los ajis Rocoto. Estos resultados se mantienen en ambos tipos de cultivos y

divergen significativamente como se muestra en la (figura 2).

S

S
Aji

™9 GAE/g Pes Seco de Aj

A
S & &

~
QS

S

Figura. 2. Contenido de fenoles totales. 1. Aji Rocoto; 2. Aji Gallinazo

Nuestros resultados estan de acuerdo con aquellos encontrados por (Mufioz-Bernal et al.,
2017; Quispe et al., 2017; Ramos-gémez, 2016), Los resultados muestran que el aji
gallinazo y el rocoto tienen fenoles en cantidades significativas. Por lo tanto, la
concentracion de compuestos fendlicos, a su vez relacionada con la actividad
antioxidante, en cada aji es el sostén sobre el cual se fundamenta su uso medicinal por lo
que seria adecuado seguir analizando con mas detalle estos frutos en relacion con los

efectos que causan en el ser humano.

Conclusiones
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Los resultados de la presente investigacion muestran que el método empleado para la
determinacion de fenoles no estd normalizado, sin embargo, el método es bien sustentado
tanto en la practica al darnos el factor de correlacion R2 = 0,999 muy aproximado a 1
aplicado en la recta de calibracion como en la teoria que ha sido comprobada y adaptada
segun la amplia bibliografia citada en este trabajo que ayuda a optimizar reactivos en
especial el de Folin que por cada muestra se utiliza 40 pL apenas

En el presente trabajo se determind el contenido de fenoles totales mediante métodos
espectrofotométricos, concluyendo que el aji gallinazo es mayor la cantidad presente que
en el aji Rocoto

Los fenoles poseen actividades bioldgicas que incluyen la regulacion de mecanismos
relacionados con el control de glucosa y otros que ayudan al ser humano por lo tanto se
recomienda el consumo de aji gallinazo y rocoto
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