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RESUMEN

Introduccioén: el aprovechamiento de residuos agroindustriales es una practica
que se trata de implementar por el impacto ambiental que representa.

Objetivo: realizar un analisis bromatoldgico y fitoquimico de las hojas de Guadua y
evaluar el efecto de algunas variables implicadas en el proceso de obtencién del
materia vegetal que puedan afectar el rendimiento y la actividad antioxidante del
extracto hidroalcohdlico.

Métodos: se identificd cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en
las hojas y se complementd con un estudio bromatoldgico segin normas AOAC.
Mediante disefios de comparacion simple y disefno factorial 22, se determiné la
influencia del proceso de secado (natural y controlado), el tamafio de particula
(120 pm y 64 pm), edad de los cultivos (3-4 afios) y el tiempo de almacenamiento
de las hojas secas y molidas (1 y 6 meses) sobre el rendimiento de extraccién y la
actividad antioxidante ( Folin Ciocalteu y DPPH) del extracto hidroalcohdlico.
Resultados: las hojas secas revelan presencia de compuestos con actividad
antioxidante (flavonoides y fenoles) y un 2,4 % de nitrdgeno menor al reportado
para otros bambus. A partir de las hojas se puede obtener un extracto
hidroalcohdlico con un rendimiento hasta del 10,6 % y con actividad antioxidante
hasta de 9,2 mg acido galico/100g y 14,5 mg Trolox /100g. Se observd que la
propiedad antioxidante del extracto hidroalcohdlico y el rendimiento de extraccion
no varian con la edad de los cultivos (3-4 anos) de donde provienen las hojas, ni
con el método de secado, ni con el tiempo de almacenamiento de las hojas,
mientras que si cambian con el tamafio de particula.
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Conclusioén: las hojas de Guadua por su actividad antioxidante son una materia
prima potencial para ser usada en la industria cosmética.

Palabras clave: actividad antioxidante, Guadua angustifolia Kunt, Bambu,
Cosmeéticos.

ABSTRACT

Introduction: the use of agro-industrial wastes is a practice that has been
implemented by the environmental impact it represents.

Objective: to perform a bromatological and phytochemical analysis of Guadua
leaves and to evaluate the effect of some variables involved in the process of
obtaining plant material that may affect the yield and the antioxidant activity of
hydroalcoholic extract.

Methods: secondary metabolites in the leaves were qualitatively identified and
then supplemented with bromatologic study according to AOAC standards. Through
a simple comparison designs and factorial design 22, there was determined the
influence of the drying process (natural and controlled), the particle size (120 and
64 um), crop age (3-4 years) and storage time of the dried and ground leaves

(1 and 6 months) on the extraction yield and antioxidant activity (DPPH Folin and
Ciocalteu) of hydroalcoholic extract.

Results: dried leaves revealed the presence of compounds with antioxidant activity
(flavonoids and phenols) and 2,4 % nitrogen less than reported for other bamboo
trees. From the leaves, one can obtain a hydroalcoholic extract with yield up to
10,6 % and antioxidant activity up to 9,2 mg gallic acid / 100g and Trolox 14,5 mg
/ 100g. It was observed that neither age of the cultures (3-4 years) from leaves,
the drying method, nor the time storage of leaves affect antioxidant properties and
the extraction yield of hydroalcoholic extract, whereas these properties did change
with the particle size.

Conclusions: Guadua leaves, for their antioxidant activity, are a potential raw
material for use in the cosmetics industry.

Keywords: antioxidant activity, Guadua angustifolia Kunt, Bamboo, Cosmetics.

INTRODUCCION

Guadua angustifolia Kunt (Guadua) es el bambu endémico de Américal y es una de
las tres especies mas grandes de bambu en el mundo. Debido a la versatilidad,
ligereza, flexibilidad, dureza, resistencia de su madera, como a la adaptabilidad
climatica, crecimiento rapido y facil manejo en su cultivo, es ampliamente utilizado
en las industrias de papel, carbén, y de la construccion. La silvicultura de guaduales
en Colombia es una practica que alcanza un desarrollo tecnoldgico de gran impacto,
con mas de 1 145 de cultivo tecnificado en el departamento del Quindio. 2 En una
plantacion promedio de la region del Quindio se reporta una produccién promedio
por cosecha de 700 tallos de Guadua por hectaria (Ha).? Por cada tallo se generan
en promedio 7 kilos de hojas verdes. Para la zona del Quindio se reporta que el

83 % de las empresas desechan las hojas de Guadua y otros residuos de la planta
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por medio de repique (esparcimiento o apilamiento de los residuos) para su
descomposicién, sirviendo de abono para las nuevas plantulas, el 9 % se dejan
dispuestos en el mismo cultivo sin llevar a cabo el repique, y el 8 % los dejan a la
intemperie acumulados en volumen y mala disposicidon o no efectian ninguna de las
practicas anteriores.*> Asi, los desechos del cultivo de Guadua pueden contaminar
el aire, agua y suelo, generar lixiviados y convertirse en fuente de agentes
patdgenos.

Estudios previos reportan el aprovechamiento que se hace de las hojas de otros
bambues.®” En nuestro laboratorio se ha estudiado la actividad antioxidante de
extractos de hojas de Guadua.® Actualmente se incorporan extractos con actividad
antioxidante a las formulaciones cosméticas para conferirles propiedades como
ansiedad, fotoproteccion, entre otras.® Una limitante en la obtencion de extractos
naturales usados para tales fines es que no se deben usar solventes cuya seguridad
esté comprometida, siendo necesaria la revisidén de los listados de permisividad
cosmeética, donde uno de los solventes permitidos es el etanol.!° La falta de
estudios realizados sobre el aprovechamiento de las hojas de Guadua vy la
necesidad de planificar los terrenos hacen necesario estudiar el efecto de variables
como: la edad de la Guadua, el tipo de secado de las hojas, el tipo de molinado, el
almacenamiento, entre otras, y determinar si éstas afectan las propiedades del
extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de las hojas de Guadua.

Este estudio busca hacer un analisis bromatoldgico e identificar la presencia de
metabolitos secundarios en las hojas de Guadua y en segundo término busca
determinar las variables implicadas en el proceso de obtenciéon del materia vegetal
que puedan afectar el rendimiento y la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico, mediante dos disefios de comparacién simple y un disefio factorial
2.2

METODOS

OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL. El material vegetal procede de cultivos
tecnificados ubicados en la localidad de Maracaibo, Valle del Cauca, Colombia.

La clasificacion y conservacién de la especie se encuentra en el Instituto de Ciencias
Naturales de Colombia, con cddigo de barras COL000177528, niumero de catalogo
61 713 y de coleccién 8 333.

Para el analisis bromatoldgico y estudio de metabolitos secundarios de las hojas de
Guadua, las hojas verdes provenientes de cultivos de cuatro afios, fueron secadas a
60 °C por 48 horas. Luego se paso el material por molino de martillo hasta un
tamano de particula de 120 pym.

Para el estudio de las variables implicadas en el proceso de preparacion del material
vegetal, materia prima para el extracto hidroalcohdlico seco (EOH), se formaron
tres disefios por separado, los cuales se explican a continuacion. En el primero se
compard el porciento de rendimiento y la actividad antioxidante de EOH obtenidos a
partir de hojas secadas por diferentes métodos: natural (hojas dispuestas en
laminas de secado al sol, por siete dias) y controlado (hojas secadas en horno de
calor convectivo a 60 °C por 72 horas). Se fijo la edad del cultivo (4 anos) y
tamafio de particula (120 pm).

En el segundo disefio se comparod el porciento de rendimiento y la actividad
antioxidante de EOH obtenidos a partir de hojas molidas hasta tamafios de particula
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diferentes: 64 y 120 um. Se fijo la edad del cultivo (4 afios) y el tipo de secado
(controlado)

En el tercero disefio se compard el porciento de rendimiento y la actividad
antioxidante de EOH obtenidos a partir de material vegetal proveniente de hojas de
cultivo de 3 y 4 afios, secadas por método controlado (60 °C por 72 horas), molidas
a 64 um y almacenadas en bolsas de polipropileno durante 1 y 6 meses.

DETERMINACION BROMATOLOGICA DE LAS HOJAS DE GUADUA. Se evalud el
porcentaje de humedad, compuestos grasos y nitrogeno total por métodos AOAC:
930.15/90 (secado convectivo), 920.39/90 (extraccion con Soxhlet) y 955.04/90
(MicroKjeldhal), respectivamente.

ESTUDIO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAS HOJAS DE GUADUA. 30 g de
hojas secas y molidas fueron desengrasadas en soxhlet con hexano como solvente
por 3 horas. Luego fueron sometidas a extracciones sucesivas con solventes de
diferente polaridad e identificados los metabolitos de cada fraccidon segin método
descrito por Martinez et al (2002).1!

OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO SECO (EOH). 100 g de material
vegetal previamente desengrasado se llevaron a un percolador con 600 mL de
etanol al 65 % y se dejo en maceracion durante 48 horas a temperatura ambiente,
luego se recogio el liquido extractivo y se concentr6 a sequedad bajo presion de
vacio. Este extracto se pesé para determinar la masa y posteriormente se calculé el
porciento de rendimiento de la extracciéon como el cociente entre el peso obtenido
de EOH vy el peso inicial de hojas usadas, por cien.

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES (FT). Se preparé una solucion de EOH en
metanol a una concentracién de 15 mg/mL. De esta solucion se tomd 200 pl que se
diluyeron en 300 pl de agua. A esta mezcla se le agreg6 1 250 ul de NaxCO 3

(20 %) y 250 pl del reactivo de Folin Ciocalteu. Los tubos de ensayo se guardaron
en la oscuridad durante 40 minutos y se midié la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotdmetro (Cary 50 UV Vis, Varian Inc, EE.UU). Los resultados fueron
reportados como mg de acido galico/ 100 g de EOH.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR METODO DPPH. Se aplicé el
método descrito por Kimet y col con modificaciones.!? Se prepard una solucién de DPPH a
40 ppm en etanol. Paralelamente se prepar6 una solucion de EOH en metanol a una
concentracion de 15mg/mL, a la cual se le agrego 2 250 uL de la solucién DPPH
anteriormente preparada, la mezcla se homogenizé cuidadosamente, y se mantuvo en la
oscuridad durante 30 min. Al cabo de los cuales se midié la absorbancia a 517 nm (Am).
Los resultados se expresaron como mgTrolox /100g EOH, mediante la construccion de
una curva de calibracion, donde se usé como referencia soluciones deTrolox a
concentraciones de 0-25 pM en metanol.

ESTADISTICA. El efecto de secado y del tamafio de particula se determiné
independientemente a través de dos disefios de comparacion simple, evaluando
cada factor en dos niveles diferentes, buscando encontrar si existen diferencias
significativas (a un nivel de significancia del 95 %) en el rendimiento de la
extraccion y la actividad antioxidante. Se buscé también el efecto del secado en la
humedad de las hojas.

Mediante un disefio factorial 22 se evalué conjuntamente la influencia que tiene la
edad de la planta (3 y 4 afios) y el tiempo de almacenamiento de las hojas como
materia prima (1 y 6 meses), en el porcentaje de humedad, el rendimiento de la
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extraccion y la actividad bioldgica antioxidante. Se aplicoé analisis de varianza a los
resultados. Para ambos estudios, el software usado fue Minitab 16.

RESULTADOS

Los resultados del estudio de metabolitos secundarios sobre las hojas de Guadua
secas y molidas revelaron la presencia de cardiotdonicos, aminoacidos,
triterpenoides y esteroides, flavonoides (incluyendo las leucoantocianidinas cuya
estructura fundamental corresponde a CsC 3Cs) y compuestos fendlicos.

Los resultados del analisis bromatoldgico para las hojas de Guadua arrojaron
valores de humedad del 6,6+0,1 %, de compuestos grasos o lipidos de 1,4+0,1 %
y de nitrégeno total de 2,4+1,0 %.

El efecto de las variables involucradas en el proceso de obtencién de la materia prima,
se reporta en las tablas 1 y 2. Se encontré que el tipo de secado afecta el porciento
de humedad de las hojas y el porciento de rendimiento de EOH (p<0,05), mientras
que para la actividad antioxidante se encontraron valores p>0,05 (0,130 para FT

y 0,239 para DPPH) indicando que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre los extractos provenientes de hojas secadas en condiciones naturales y
controladas, a un nivel de significancia (a=0,05) del 95 %. Por otro lado, el tamafio
de particula afecta significativamente (p<0,05) a un nivel de significancia (a=0,05)
del 95 %, la actividad antioxidante tanto en equivalentes de acido galico y trolox del
EOH, la cual aumenta al minimizar el tamafo de particula de la hoja seca.

Tabla 1. Efecto del método de secado v el tamafio de particula de las hojas de Guadua sobre el % de humedad
en las hojas, la actividad bioldgica v el rendimiento de EQH

FT DPPH
MUESTRA % % (mg AG (mag Trolox f
Humedad Rendimiento | /100g EOH) 100g EOH)
Tipo de secado
Secado natural (al sol) 7,4%0,0 7,82 0,0 3,204 14,8+1,5
Secado controlado (60 =C) 4,5+0,0% 7,0%0,0% 7,504 13,4+1,0
Tamafio de particula

120 pum - 9,320,1 7,620,3%* 13,70,3%*
54 pm - 10,621,1 9,2%0,3 14,520,2

- significa que la wvariable no aplica para esa condician.
Los datos se expresan como media £ DE.
*p=0,05 con respecto al secado natural, por analisis de comparacion simple.
**p=0,05 con respecto al tamafio de particula de 64 pm, por analisis de comparacion simple.

A través del analisis de varianza que se muestra en la tabla 2, se evalué el diseno
factorial 2.2 Se encontré que ninguno de los valores Fo es mayor a los valores de
Ftabia @ un nivel de significancia del 95 % (a=0, 05) lo que soporta que utilizar
Guaduas de tres o cuatro afios de edad y con tiempos de almacenamiento

(1 o 6 meses) no afecta la actividad antioxidante ni el rendimiento de EOH. De igual
forma se encontrd que el porciento de humedad de las hojas no es afectado por
estos dos factores.
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Tabla 2. Analisis de varianza para el efecto de la edad de la Guadua v el tiempo de almacenamiento de las hojas
en las diferentes propiedades del material vegetal v del EOH*

O %o FT DPPH

Humedad Rendimiento (mg AG /100 (mg Trolox [
Fuente de g EOH) 100g EOH)
variacion

F'J F:-C:\-C F'J F:-C:\-C F'J F:-C:\C F'J F:-C:\-C
Tratamiento
(&lmacenamiento) 3,2 9.3 3,2 9,3 1,6 a,3 21 a,3
Blogues (Edad) 0,1 10,1 1,0 10,1 1,5 10,1 2,0 10,1

*Andlisis con 3 grados de libertad en el tratamiento v 1 para los blogues. (n=3).|

DISCUSION

El analisis de metabolitos secundarios mostrd la presencia de compuestos fendlicos
que dan a las hojas de Guadua un perfil amplio de aplicabilidad en el campo de los
antioxidantes. Las leucoantocianidinas en este material se encontraron en las
fracciones mas polares lo que concuerda con reportes para este tipo de
compuestos.'3 Los demas flavonoides aparecieron en las fracciones en cloroformo lo
que indica que son de baja polaridad que pueden ser flavonoides agliconas como,
isoflavonas, flavanonas o dihidroflavanoles como lo indica otro estudio'*y en la
fraccion de etilacetato se encontraron flavonoides de baja polaridad pero que son
solubles en soluciones acidas. También se pudo observar que los compuestos
fendlicos aparecieron en las fracciones acuosas. La presencia de este tipo de
metabolitos fue corroborada por los resultados de actividad antioxidante.

Los cardiotdnicos, triterpenoides y esteroides aparecen en fracciones de polaridad
media a baja en solventes como: diclorometano, HCI 5 % y cloroformo. En cuanto a
quinonas y taninos no se pudieron detectar mediante los ensayos, colorimétricos y
de precipitacion empleados.

En el ensayo bromatoldgico, se encontré que las hojas de Guadua mostraron un
% de humedad del 6,6+0,01 % después de ser sometidas al proceso de secado a
60 °C por 48 horas, lo cual es un porcentaje apropiado para la estabilidad
microbiana de la materia prima vegetal.!> Se encontrd que la diferencia mas
notables frente a otros analisis bromatoldgicos reportados para otras bambusas es
el porciento de nitrégeno, como por ejemplo el reportado para la Bambusa sp., con
6,2 %, la Bambusa vulgaris con 14,4 %,'” la Bambusa arundinacea con 16 %8y
el Phyllostachysedulis con un 2,6 % de porciento de nitrégeno,'® segin datos
reportados usando método AOAC. Sobresale también el bajo porciento de
compuestos grasos o lipidos, dando indicios de que estas hojas son pobres en
contenido de lipidos o ésteres de acidos grasos, fosfolipidos, lecitinas, esteroles,
ceras y acidos grasos libres.

Sobre el método de secado se encontrd que éste se puede llevar a cabo bajo
condiciones naturales o controladas, en ambos casos se logré actividades similares,
aunque el rendimiento sea menor en secado controlado. Sobresalié el hecho de que
la exposicion a la luz (en el secado natural) no afecte los metabolitos antioxidantes,
como se observa en otros estudios.?°

En los cultivos tecnificados de Guadua, la cosecha se lleva a cabo a una edad de
3-4 afios, donde se considera que la basa (tallo) ha alcanzado la maduracion
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suficiente para ser empleada en la construccion. Los resultados de este estudio
indicaron que el EOH obtenido a partir de hojas provenientes de cultivos de las
diferentes edades estudiadas, son similares en cuanto a las propiedades
antioxidantes y porciento de rendimiento. Tampoco se encontré diferencias en estas
dos propiedades para los EOH obtenidos a partir de material vegetal almacenado a
1y 6 meses. La no afectacién de estas propiedades en el EOH por la edad del
cultivo y por el tiempo de almacenamiento de las hojas como materia prima facilita
el aprovechamiento de las hojas generadas como residuo durante la cosecha de la
Guadua.

Todo lo anterior indica que las hojas de Guadua, como residuos de cultivos
tecnificados, son una materia prima potencial para ser aprovechada en la
formulacion de productos cosméticos, una vez se concluyan estudios de
citotoxicidad y eficacia, dada la sustentabilidad que presenta este producto, la vida
en almacenamiento, y el facil proceso de acondicionamiento para obtener un
extracto funcional, ademas da valor agregado a los procesos realizados por los
silvicultores, generando nuevos ingresos y productos.
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