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1 Resumen

Un importante producto de extraccion natural que se utiliza en la vida cotidiana, pero
tal vez no se considere normalmente como un extracto solvente: son los extractos de
plantas o mejor conocidos como tés. El consumo de un extracto acuoso de plantas
secas en agua caliente es mundial y se remonta durante siglos al Lejano Oriente. Estos
también se basan en la extraccion simple de componentes solubles en agua de
materiales vegetales para hacer bebidas, siendo el consumo de plantas o extractos de
ellas lo que proporcionaba curas para toda una gama de dolencias. Aunado a esto en
los ultimos afios ha aumentado el interés en la investigacion de compuestos
antioxidantes naturales, provenientes de plantas que podrian aplicarse tanto en la
industria alimentaria como en el area de salud humana, por lo cual una efectiva

extraccion de estos compuestos es requerida.

Un factor importante que influye en la actividad antioxidante de los diferentes
compuestos presentes tanto en plantas como en frutos, es el método de extraccion; el
cual puede modificar su estructura quimica y afectar su actividad biolégica. Diversos
estudios revelan que factores como la temperatura, el tiempo, tamafo de muestra, asi
como el método de extraccion, influyen sobre la eficiencia de la extraccion en términos
de calidad y rendimiento del producto a obtener, pudiendo ocasionar la pérdida de

compuestos antioxidantes, disminuyendo su capacidad antioxidante.

Por lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo, evaluar el efecto de cuatro diferentes
métodos de extraccidén (convencional, ultrasonido, microondas y prensa francesa) a
través de la aplicacion de disefios de experimentos (DBB y DCC), para asi conocer las
mejores condiciones fisicas de liberacibn de compuestos antioxidantes de ajenjo
(Artemisia absinthium) y aranthé (Decatropis bicolor), y elegir el método de extraccion
con mayor liberacion de compuestos. Se evalué el contenido de fenoles totales por el
m método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante fue evaluada por los métodos
de DPPH-, FRAP.



La aplicacion de los disefos de experimentos Box-Behnken y compuesto centrado,
permitieron identificar las condiciones fisicas de extraccion de compuestos
antioxidantes en los diferentes métodos evaluados (convencional, ultrasonido,
microondas y prensa francés) para ajenjo y aranthdé. De los factores fisicos analizados,
la concentracion de muestra fue identificada como un factor determinante en la
extracciéon de compuestos con actividad antioxidante, principalmente de tipo fendlico

ya influyé a p<0.05 en todas las extracciones.

La extraccion con prensa francesa genero los extractos acuosos con mayor cantidad
de compuestos antioxidantes, principalmente de tipo fendlicos, en ambas especies de
plantas. Finalmente, a pesar de la alta actividad antioxidante mostrada por los
extractos de ajenjo y aranthé obtenidos por extraccion convencional, con ultrasonido,
microondas y prensa francesa la bioaccesibilidad analizada mediante pruebas in vitro

fue limitada.

Palabras clave: Extraccion, Convencional, Ultrasonido, Microondas, Prensa francesa

Antioxidantes, Artemisia absinthium, Decatropis bicolor



Abstract

An important product of natural extraction that is used in everyday life, but perhaps not
normally considered as a solvent extract: are the plant extracts or better known as teas.
The consumption of an aqueous extract of dried plants in hot water is worldwide and
goes back to the Far East for centuries. These are also based on the simple extraction
of water-soluble components from plant materials to make beverages, with the
consumption of plants or extracts of them providing cures for a range of ailments.
Added to this in recent years has increased interest in the research of natural
antioxidant compounds, from plants that could be applied both in the food industry and

in the area of human health, so an effective extraction of these compounds is required.

An important factor that influences the antioxidant activity of the different compounds
present in both plants and fruits, is the extraction method; which can modify its chemical
structure and affect its biological activity. Various studies reveal that factors such as
temperature, time, sample size, as well as the extraction method, influence the
extraction efficiency in terms of quality and yield of the product to be obtained, which

can cause the loss of antioxidant compounds, decreasing its antioxidant capacity.

Therefore, this work aimed to evaluate the effect of four different extraction methods
(conventional, ultrasound, microwave and French press) through the application of
experimental designs (DBB and DCC), in order to know the best conditions of the
release of antioxidant compounds of absinthe (Artemisia absinthium) and aranthé
(Decatropis bicolor), and choose the method of extraction with greater release of
compounds. The content of total phenols was evaluated by the Folin-Ciocalteu method

and the antioxidant activity was evaluated by the methods of DPPH «, FRAP.

The application of the Box-Behnken and centered compound design experiments
allowed to identify the physical conditions of extraction of antioxidant compounds in the

different methods evaluated (conventional, ultrasound, microwave and French press)
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for wormwood and aranthé. Of the physical factors analyzed, the sample concentration
was identified as a determining factor in the extraction of compounds with antioxidant

activity, mainly of phenolic type, and it influenced p <0.05 in all extractions.

The extraction with French press generated the aqueous extracts with greater amount
of antioxidant compounds, mainly of phenolic type, in both species of plants. Finally,
despite the high antioxidant activity shown by extracts of wormwood and aranthé
obtained by conventional extraction, with ultrasound, microwave and French press the

bioavailability analyzed by in vitro tests was limited.

Key words: Extraction, Conventional, Ultrasound, Microwaves, French Press

Antioxidants, Artemisia absinthium, Decatropis bicolor



2 Marco tedrico

2.1 Radicales libres

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electron
de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez
que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula estable
que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén
desapareado, iniciandose asi una reaccién en cadena (Avello y Suwalsky, 2006;
Sanchez y Méndez, 2013).

Debido a que estas especies reactivas no poseen receptores especificos, tienen una
capacidad de agresion indiscriminada sobre células y tejidos vivientes. En condiciones
fisiolégicas normales, el organismo neutraliza los radicales libres a través de varios
mecanismos antioxidantes que involucran la produccion de enzimas antioxidantes
como la superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y otras, para prevenir el
dafio oxidante. Sin embargo, cuando la capacidad de control de las sustancias
oxidantes es superada, se establece una situacién conocida como estrés oxidativo

(Maldonado, Jiménez, Guapillo, Ceballo, Méndez, 2010).

Muchas enfermedades cronicas se inician por procesos de estrés oxidativo mediados
por radicales libres. El estrés oxidativo conduce progresivamente a una disfuncion
celular que acaba con la muerte de dichas células. Este estrés se podria definir como
un desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno y la defensa
antioxidante, el cual lleva a una variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos, los
cuales permitiran el deterioro y muerte celular; proceso que debe ser controlado con
una adecuada proteccion antioxidante (Mamani y Mejia, 2018; Sanchez y Méndez,
2013; Tomas y Espin, 2009).



2.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que estan presentes en los organismos en muy bajas
concentraciones y entre sus funciones estan las de retardar, controlar o prevenir el
inicio e incremento de enfermedades degenerativas (Shahidi y Zhong, 2015). Estos
compuestos o sistemas pueden interactuar de forma segura con los radicales libres y
terminar la reaccion en cadena antes de que las moléculas vitales resulten danadas,
mediante la inhibicidon de la iniciacion o propagacién de reacciones en la cadena

oxidante (Oroian y Escriche, 2015; Velioglu, Mazza, Gao y Oomah, 1998).

Las funciones antioxidantes implican disminucion del estrés oxidativo, mutaciones del
ADN, transformaciones malignas, prevencién y tratamiento de los trastornos
relacionados con los radicales libres, asi como otros parametros de dano celular
(Djeridane et al., 2006; Pisoschi y Pop, 2015).

Existen dos categorias de antioxidantes, sintéticos y naturales (Velioglu et al., 1998),
los primeros se han utilizado como aditivos en alimentos, suplementos y drogas. Sin
embargo, los antioxidantes naturales son mas potentes, eficientes y seguros

(Maslarova-Yanishlieva, 2001), estos ultimos resultan de interés para este estudio.

2.3 Antioxidantes naturales y su efecto en la salud

Son sustancias que se encuentran en plantas, microorganismos, hongos y tejidos
animales. La mayoria de los antioxidantes naturales son compuestos de tipo fendlico.
Se encuentran en casi todas las partes de las plantas, ya que las protegen contra
lesiones del tejido, oxidandose y combinandose con otros componentes, asi como
contribuyendo a la defensa del envejecimiento celular (Horubala, 1999; Podsedek,
2007).



Los antioxidantes son potenciadores de la salud y su utilizacion supone entre otras
cosas la prevencion de enfermedades crénicas y no transmisibles como algunos tipos
de cancer y enfermedades cardiovasculares entre otras, de ahi la importancia del
consumo de alimentos con un alto contenido de sustancias antioxidantes como las

frutas y vegetales (Bojorquez et al., 2013).

En el caso de la diabetes, los posibles mecanismos de los antioxidantes se relacionan
con la inhibicién en el intestino de la digestion de los carbohidratos, en particular la
glucosa, de la cual también se modula su liberacion por el higado. Podrian también
estimular la secrecidn de insulina en el pancreas y activar los receptores de la misma
y de alguna manera activar la recaptura de glucosa en los tejidos blanco para la
hormona (Reyes et al., 2011). Siendo de gran importancia cuantificar la proporcion de
los antioxidantes ingeridos que estan disponibles para su uso en el sistema biologico,
a lo cual se le conoce como “bioaccesibilidad” y se refiere especificamente a la
cantidad de antioxidantes que se liberan de la matriz alimentaria y se presentan en el
borde del cepillo intestinal para el transporte a la célula, lo que hace posible tales

beneficios a la salud (Garret, Failla y Sarama, 1999).

Respecto del cancer, cada vez aumenta la evidencia de que el riesgo de esta
enfermedad, asociada con los genotipos humanos relacionados al estrés oxidativo,
pueden modificarse con el consumo de flavonoides los cuales han demostrado poseer
efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos, participando en el bloqueo o supresién

de diversos procesos (Mayor, 2010).

De igual manera se ha estudiado el efecto de los antioxidantes durante el ejercicio
fisico, ya que es posible que durante el sobreentrenamiento se genere una produccién
de radicales libres, que conduzcan a un estado de estrés oxidativo, lo que algunos
estudios indican que al incluir en la dieta de atletas entrenados alimentos ricos en
antioxidantes, redujo el estrés oxidativo. Ademas, la produccién de &cido lactico

durante el ejercicio puede convertir el superoxido (radical poco dafiino) a un hidroxilo,
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altamente lesivo para la célula. Por lo tanto, como apoyo, siempre deben
recomendarse antioxidantes dietarios durante el entrenamiento fisico (Clarkson et al.,
2000; Fernandez, Da Silva-Grigoletto y Tunez-Fifiana, 2009; Gonzélez y Garcia,
2012).

Existen algunos estudios que apoyan los beneficios para la salud, del consumo de
alimentos de origen vegetal como las plantas medicinales, en la prevencion de
enfermedades relacionadas con procesos oxidativos (Pabon, Rodriguez y Hernandez,
2017; Peuchant et al., 1997; Romero et al., 1990).

2.4 Plantas Medicinales

Las plantas medicinales han sido utilizadas por miles de afos debido a su gran
importancia para la salud de las personas (Balunas y Kinghorn, 2005; Edeoga, Okwu
y Mbaebie, 2005). Se definen como aquellas especies a las que se les atribuye un

efecto curativo sobre las enfermedades (Fuentes, Villavicencio y Pérez, 2013).

Recientemente ha surgido el interés por el potencial terapéutico de algunas plantas
medicinales como antioxidantes en la reduccion de los radicales libres que provocan
la lesion de los tejidos (Edeoga et al., 2005; Pourmorad, Hosseinimehr y Shahabimajd,
2006). Su valor medicinal se debe principalmente a que contienen metabolitos o
compuestos secundarios, los cuales ejercen sus efectos una vez que han sido
ingeridos o aplicados los contenidos en infusiones, cataplasmas y otras preparaciones
produciendo una accion fisioldgica sobre el cuerpo humano (Cortés, 2005; Pourmorad
et al., 2006).

Diversos estudios sugieren que la accidn bioldgica de estos metabolitos esta
relacionada con su actividad antioxidante, Estos compuestos se agrupan en
compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, lignanos, quinonas,

estilbenos, fitoestrégenos) nitrogenados (alcaloides, aminas, batalainas), vitaminas,
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terpenos (carotenoides) y algunos otros metabolitos endégenos (Cai, Luo, Sun, y
Corke, 2004; Edeoga et al., 2005).

Algunas plantas y sus componentes han sido usados en la medicina de los pueblos en
diversas partes alrededor del mundo para la cura de varias enfermedades del tracto
digestivo, respiratorias y de la piel (Yasunaka et al., 2005). La Organizacion Mundial
de la salud (OMS) a lo largo de muchos afios ha intentado identificar todas las plantas
que existen en el mundo, existiendo mas de 250,000 especies de plantas, de las cuales
entre 35,000 a 70,000 han sido utilizadas en algunas culturas con propdsitos

medicinales (Farnsworth y Soejarto, 1991).

La gran variedad vegetal y la amplia riqueza cultural de México han favorecido el
aprovechamiento de las plantas con fines medicinales desde épocas prehispanicas,
las cuales son un elemento importante en el sistema medicinal de México (Garcia et
al., 2012a; Heinrich, Ankli, Frei, Waimann y Sticher, 1998). Se estima que alrededor
de 3,103 especies de plantas son usadas para la medicina tradicional mexicana, la
cual ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el numero de plantas medicinales

registradas (Heinrich et al., 1998; Yasunaka et al., 2005).

En el estado de Hidalgo se han reportado mas de 3,239 especies de plantas, de las
cuales cerca de 850 se utilizan con propdsitos medicinales. A la fecha se ha
documentado el uso medicinal de aproximadamente 500 de ellas, entre las que

destacan el ajenjo y el aranthé (Fuentes et al., 2013).



2.5 Ajenjo (Artemisia absinthium)

2.5.1 Descripcion botanica

Artemisia absinthium (Figura 1), es comunmente conocida como ajenjo en México y
en otras partes del mundo (Msaada et al., 2005; Tariq, Chishti, Ahmad y Shawl, 2009).
Pertenece al género Artemisia, el cual es uno de los mas grandes miembros de la
familia Compositae (Asteraceae), subfamilia Asteroideae, y comprende alrededor de
800 especies distribuidas en todo el mundo (Gonzalez et al., 2012; Juteau et al., 2003;
Singh, Kumar y Sigh 2012).

Figura 1. Artemisia absinthium

Es una planta herbacea aromatica y amarga de 50 cm a 1.30 m de altura. Las hojas
son blancas a gris-verde, las flores amarillentas y los frutos son secos y comprimidos
(Argueta y Gallardo, 1994; Escamilla y Moreno, 2015). Tiene ramas blancas, tallo
erecto y ramificado, sus hojas tienen un tamafo de 7,5 cm de largo por 3,8 cm de
ancho, haz y envés densamente cubiertos por un vello blanquecino. Las cabezuelas
florales, pequenas y semiglobosas, se disponen en una espiga erecta y foliosa, de un
color verdoso-amarillo. El fruto es un aquenio muy pequeno (Derwich, Benziane y
Boukir, 2009; Julio et al., 2015).
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2.5.2 Origen y distribucion

El ajenjo es nativo de Europa, Africa y México; sin embargo, ahora crece por diversas
regiones del mundo como Norteamérica y Asia (CONAFOR, 2010; Singh y Sharma,
2011). En Meéxico crece en los estados de Veracruz, Puebla, Chiapas, Tabasco,
Michoacan, Sinaloa, Chihuahua, Oaxaca e Hidalgo. En Hidalgo crece en los municipios
de Epazoyucan, Huasca de Ocampo, Mineral del Chico, Mineral de la Reforma, Mineral
del Monte, Omitlan de Juarez (Aguilar, Camacho, Chino y Lopez, 1994; Villavicencio,

Pérez y Ramirez, 1998).

Florece entre verano y otofio, dando lugar a un fruto en aquenio unilocular
monospermo. En condiciones silvestres la especie se desarrolla en medios secos y
aridos, sin embargo, su posible cultivo se reduce a zonas de regadio ya que, si bien
se la puede considerar como poco exigente en cuanto a recursos hidricos, los riegos
durante el verano aumentan notablemente los rendimientos de la cosecha. En
cualquier caso, precisa una pluviometria superior a los 400 mm/ano. En lo que
respecta a la altitud, el ajenjo crece espontaneamente a partir de altitudes en torno a
los 600 m, pudiendo hallarse hasta 2.300 metros sobre el nivel del mar (Llorens, Castel
y Pascual, 2008).

2.5.3 Usos en la medicina tradicional

El ajenjo siempre ha sido de gran interés botanico y farmacéutico, se emplea en la
medicina popular debido a sus propiedades relacionadas con actividad antihelmintica,
antimicdtica, antimicrobiana, antiséptica, antiespasmddica, anticancerigena y de
estimulacién cardiaca (Mahmoudi, Ebrahimzadeh, Ansaroudi y Nabavi, 2009; Singh y
Sharma, 2011; Tariq et al., 2009).

Sus hojas se usan como antipirético, en conjuntivitis y mordedura de serpiente, el tallo

es usado contra la infertilidad femenina, se usa como analgésico dental,
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hipocolesterolémico, en dismenorrea, colicos menstruales, antidiabético, en
paludismo, tifoidea y ulceras estomacales. Finalmente, la raiz es usada contra la
infertiidad femenina, en las hemorragias postmestruales, como cardioténico,
antianémico, antiinlamatorio, tonico cerebral y en el tratamiento del reumatismo
(Castillo, Martinez, Mendocilla y Villar, 2016; Llorans et al., 2008).

Los extractos acuosos y aceites esenciales de ajenjo han demostrado poseer una
fuerte actividad antiradical y antioxidante in vitro, actividad antiparasitaria y
antinflamatoria en modelos animales, asi como antibacterial contra patégenos
humanos comunes (Escherichia coli, Salmonella enteriditis y Pseudonomas
aeruginosa) (Amat, Upur y Blazekovic, 2010; Berechet, Stelescu y Craiciun, 2015;
Singh y Shama, 2011).

2.5.4 Composicién quimica del ajenjo

Mediante estudios quimicos se ha encontrado que A. absinthium contiene aceites
esenciales, lactonas sesquiterpénicas de tipo guayandlido como: absintina, artabsina,
matricina y anabsintina (principios amargos); resinas, acidos organicos, poliacetilenos,
lignanos, oligosacaridos, beta- bisabolol, beta-curcumeno, espatulenol, felandreno.
Incluso contiene flavonoides como quercentina, rutina, patuletina y acidos fendlicos
como acido cumarico, clorogénico, siringico y vanilico (Berechet et al., 2015; Singh y
Shama, 2011).

En las infusiones de ajenjo se han identificado también dos cumarinas con actividad
alelopatica: escopoletina y umbelliferona, asi como diferentes aminoacidos. También
es muy evidente la presencia de saponinas por la formacién de espuma permanente

cuando se agitan sus extractos acuosos (Llorens et al., 2008).

Asi mismo, entre los mayores componentes reportados en sus acidos esenciales se

encuentran: alfapineno, sabineno, mirceno, alfa-felandreno, 1,8-cinazol, para-cimeno,
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alfa-tujona, beta-tujona, acetato de transsabinilo, cis-epoxiocimeno, acetato de
crisantenilo, linalol, 1,8-cineol, cariofileno, acetato de sabinilo y alfa-terpineol (Berechet
et al., 2015; Julio et al., 2015).

2.6 Aranthé (Decatropis bicolor)

2.6.1 Descripcion botanica

Decatropis bicolor (Figura 2), es una planta conocida comunmente como aranthé
(Villaviciencio, 1990; Estanislao, Aquino, Pérez, San Martin y Morales, 2016),
pertenece al género Decatropis y a la familia Rutaceae (CONABIO, 2016), la cual
comprende 161 géneros y 1813 especies alrededor del mundo (Estanislao et al.,
2016).

Figura 2. Decatropis bicolor

Es un arbusto de entre 2 a 7 metros de alto (Dominguez, Butruile y Wapinsky, 1971;
Garcia, Ramirez, Parra, Velazquez y Martinez, 2000), con pequefias flores blancas en
largas paniculas terminales compuestas por 5 a 10 foliolos elipticos a lanceolados,
verdes en la parte superior y café-amarillentos en la inferior (Villavicencio y Pérez,
2002; Estanislao et al., 2016); corola dialipétala; androceo de 10 estambre o mas;
ovario pentalocular y fruto capsular, de 3 a 5 carpelos (Callejas, 2006). Florece de

febrero a abril (Villavicencio y Pérez, 2002).
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2.6.2 Origen y distribucion

D. bicolor se encuentra distribuido en bosques mesdfilos y tropical perennifolio de
México y Centroamérica (Estanislao et al., 2016). En México se encuentra en los
estados de Chiapas, Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo ledn, Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Veracruz (CONABIO, 2016). En cuanto a Hidalgo, se encuentra
principalmente en las regiones de San Salvador, Actopan, Ixmiquilpan, Tepehuacan,
Tulancingo, Huazalingo, Huejutla, Yahualica, Huehuetla, San Bartolo Tutotepec,

Tlanchinol y Tenango (Villavicencio y Pérez, 2002; Sanchez, Alvarez y Lépez, 2016).

2.6.3 Usos en la medicina tradicional

En la medicina tradicional mexicana las diversas partes de D. bicolor, son utilizadas
para tratar las infecciones bacterianas (Garcia et al., 2000; Rios et al., 2011); para
curar dolencias como dolor de espalda, dolor de cabeza, resfriado, calculos en
vesicula, diarreas, afecciones renales, y cancer (Villavicencio, 1990; Cortés, 2005;
Estanislao et al., 2016). Asimismo, la planta ha sido utilizada para tratar enfermedades
inflamatorias y oxidativas. En comunidades como El Cardonal, en el estado de Hidalgo,
las hojas, son utilizadas para preparar infusiones como tratamiento del cancer de seno
(Estanislao et al., 2016).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que los extractos de esta planta
inhiben ligeramente el desarrollo de Aspergillus flavus (Cardenas, Pérez, Zavala

Aguirre y Pérez, 2005) y de Bacillus subtilis (Villavicencio, 1990).

2.6.4 Composicion quimica del aranthé

Diversos estudios fitoquimicos realizados en D. bicolor, han demostrado la presencia
de esteroles, cumarinas (Cardenas et al., 2005), flavonoides vy triterpenos (Cortés,

2005). El primer analisis fotoquimico realizado en D. bicolor, reporté la presencia del
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alcaloide eskimmianina y la cumarina, dictamina, los cuales son compuestos

frecuentente aislados de la familia Rutaceae (Dominguez et al., 1971).

En estudios posteriores realizados por Garcia et al.,, (2000) y Garcia, Gonzalez,
Marquez y Martinez (2003) en extractos organicos en diclorometano y metanol se
identificaron las cumarinas felopterina, isopimpinelinam heraclenin, seselin, psoralen,
impertor y heraclenol, asi como al triterpeno lupeol. La evaluacién in vitro de dichos
compuestos permitié establecer que la seselina y heraclenol son los principales
responsables del efecto antinflamatorio de dicha planta. Asi mismo se encontré que
seselin es un potente agente antifungico durante el almacenamiento del maiz (Kovac,

Kovag, Strelec, Nevisti¢ y Molna, 2017).

Estanislao et al., en el 2006, identificaron los compuestos presentes en el aceite
esencial de las hojas frescas, y encontraron 23 compuestos los cuales fueron
separados en 7 clases, hidrocarbonos, terpenos, alcoholes, acidos carboxilicos,
aldehidos, derivados del benceno y otros compuestos. Los componentes con mayor
abundancia del aceite esencial fueron 1,5-ciclooctadieno, 3-(metil-2) propenil, B-
terpineol, 1-(3-metil-ciclopent-2-enil)-ciclohexeno, 2-heptanol, y limoneno. Tales

compuestos fueron identificados a partir de una extraccién solido-liquido.

2.7 Métodos de extraccion de liberacion de antioxidantes

La extraccion es el paso inicial en el aislamiento de componentes bioactivos a partir
de materiales vegetales. El objetivo es obtener la maxima concentracion de
compuestos y la mayor actividad antioxidante de los extractos (Spigno, Tramelli y De

Faveri, 2007). Algunas de los métodos mas utilizados se describen a continuacion.

2.7.1 Extraccion sdélido-liquido o convencional

La extraccidon solido-liquido se refiere a la extraccion de uno o varios componentes
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solubles de un solido mediante el contacto de éste con un solvente liquido selectivo.
Es muy utilizada en la separacion de compuestos antioxidantes a partir de residuos
sdlidos, los cuales requieren ser extraidos con disolventes convencionales y
posteriormente eliminar el disolvente para obtener un extracto concentrado. Los

disolventes mas habituales son: hexano, agua, etanol y metanol (Conde, 2009).

La extraccién convencional se realiza cuando el solvente estd a una temperatura
cercana a su punto de ebullicion. Es muy usada para extraer sustancias inorganicas,
solubles, de minerales solidos. También muchas sustancias organicas son obtenidas
de su estado natural mediante extraccion, como se hace con el azucar, contenido en
la remolacha o el café o el té. En la industria farmacéutica, este tipo de extracciéon es
muy usada para obtener compuestos con actividad antioxidante de las raices y hojas
de las plantas (Patifio, 2000).

2.7.2 Extraccion con ultrasonido

La extraccion con ultrasonido es una técnica ampliamente extendida, que se ha usado
recientemente para la extraccién de compuestos antioxidantes en manzanas, uvas,
moras, semillas de chia, chicharo, mango (Aybastier, Isik, Sahin y Demir, 2013;
Corona, Martinez, Ruiz y Carranza, 2016; Dua, Jiang, Shi, Duan y Wu, 2016; Jakobek,
Boc y Barron, 2015; Nguyen, Phan y Le, 2014). En plantas como belladona (Atropa
belladonna), ajenjo (Artemisia absinthium), Calendula (Calendula officinalis) y menta
(Mentha piperita) (Sahin, Aybastier, Isik, 2013; Vinatoru, 2001).

Se basa en el fendmeno de la cavitacién dado por la formacién, crecimiento y colapso
de burbujas de vapor o gas debido a la accién del campo ultrasonoro dentro de un
liquido. El tiempo de vida de la burbuja es del orden de los microsegundos, su
implosién violenta genera, de manera localizada y transitoria, elevadas temperaturas
(5000 oC) en el interior de la burbuja, presiones (100 MPa) y la formacién de especies

muy reactivas tales como los radicales hidroxilos (*OH), hidroxiperoxilo (*OOH) y el
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peroxido de hidrogeno (H202). La extraccion asistida por US utiliza ondas de una
frecuencia determinada que facilitan la extraccién de los compuestos bioactivos del
material vegetal. Las particulas sdlidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accion
ultrasoénica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase sélida al solvente
(Vinaotu, 2001; Gao y Liu, 2005; Rodriguez, 2014).

Los fendbmenos fisicos que afectan la extraccién de sustancias, se ven afectados por
la sonicacion, ya sea que las sustancias de interés se encuentren en células internas
o externas del tejido. Al reducir el tamafo de las particulas del material vegetal se
aumenta el area de exposicion al solvente y a la cavitacion producida. El ultrasonido
ademas facilita la rehidratacion del tejido si se esta utilizando materiales secos, al abrir
los poros, lo cual a su vez incrementa el transporte de masa de los constituyentes por

difusidon y procesos osmoticos (Azuola y Vargas, 2007).

Uno de los dispositivos mas empleados en los estudios sobre extraccion asistida por
US a escala de laboratorio es el bafio de ultrasonido (Figura 3) (Gonzalez, et al., 2010),
los cuales originalmente concebidos para propositos de limpieza, pero son
ampliamente usados en las investigaciones sonoquimicas debido a su disponibilidad
y bajo costo. Este tipo de reactores posee uno o varios transductores en su parte
inferior y un liquido entre el bafio y el recipiente de reaccion que generalmente es agua.
El bafo también puede utilizarse como recipiente de reaccion y en ese caso se
necesaria agitacion mecanica. Cuando no hay un contacto directo entre los
transductores y la mezcla de reaccion (sonicacion indirecta) la potencia ultrasénica que
llega a la mezcla reaccionante es menor si se le compara con los otros sistemas
ultrasénicos (Kulkarni y Rathod, 2014).
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Figura 3. Bafio de ultrasonido

2.7.3 Extraccion con microondas

Al igual que la extraccion con ultrasonido, la extraccion con microondas ha sido
empleada para extraer sustancias antioxidantes en una gran cantidad de matrices,
tales como moras, uvas, tomate, manzana, cascara de cacahuate, (Bai, Yue y Zhang,
2010; Ballard, Mallikarjunan, Zhou y O 'Keefe, 2010). Asi mismo ha tenido una mejor
capacidad antioxidante en plantas medicinales como Eucommia ulmoides, Terminalia
bellerica, Artemisia sphaerocephala, en comparacion con la extraccion convencional y
el ultrasonido (Wang et al., 2009; Yedhu, Neelesh, Vellingiri y Rajan, 2016; Yedhu y
Rajan, 2015).

Consiste en el calentamiento del disolvente en contacto con la muestra. El proceso
implica la perturbacion de los enlaces por puente de hidrégeno, como resultado de la
rotacion de dipolos por la radiacion en las moléculas y la migracion de los
componentes; con la consiguiente penetracion del solvente en la matriz, y transporte
al seno del liquido (Ledn, Osorio y Martinez, 2015; Puerta, 2013; Salomén et al., 2013;
Shuntaro, Hiroyuki, Masahiro, Jun-ichi, 2008).

Las microondas, por su naturaleza, son radiaciones electromagnéticas no ionizantes,
con una frecuencia que oscila entre los 0.3 y 300 GHz, correspondiente a una longitud
de onda de 1 m a 1 mm, que se caracteriza por desplazarse en forma de ondas

sinusoidales. (Martinez, Contreras y Belares, 2010; Salomén et al.,, 2013). En
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comparacion con los métodos convencionales de calefaccion, las microondas generan
calor dentro del material sin necesidad de calentar el vaso reactor, asi es posible
alcanzar con rapidez el punto de ebullicion, disminuyendo el tiempo de extraccién y el
volumen de disolvente (Martinez et al., 2010; Puertas-Mejia, Rioz-Yepes, Alberto,
2013; Salomon et al., 2013).

Su principal efecto, cuando interactian con un material receptivo, es de naturaleza
térmica lo que causa el calentamiento a partir de la transmisidn de la energia al material
de forma indirecta (radiacién, conveccion, conduccion). Es un proceso rapido, eficiente
y relativamente econdmico (Martinez et al., 2010; Salomoén et al., 2013; Puerta, 2013;
Ledn et al., 2015).

La tecnologia de microondas esta siendo utilizada en una gran variedad de
operaciones a nivel doméstico e industrial. Actualmente los hornos de microondas
domésticos han encontrado importantes aplicaciones en la investigacion debido a que
generan ondas que pasan a través de los alimentos. El agua, las grasas y otras
sustancias polares absorben estas ondas y se calientan mediante un proceso llamado
calentamiento dieléctrico. Este efecto de calentamiento puede ser muy util en un
laboratorio de investigacion (Araballo, Gofi y Mascheroni, 2017). En la Figura 4 se

muestra un horno de microondas casero.

Figura 4. Horno de microondas casero
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2.7.4. Extraccion con prensa francesa

La prensa francesa es utilizada principalmente para la extraccion de café, ya que
permite obtener un sabor mas auténtico, con mas aceites y un cuerpo unico, siempre
que se lleve un control de tiempo y temperatura adecuado (llly, 2002; Pérez, et al.,
2010). La extraccién con prensa francesa trata sobre un vaso cilindrico estrecho
generalmente de cristal, equipado con una tapa y un émbolo de metal o plastico que
se ajusta firmemente; consta de un alambre fino o un filtro de malla, el cual separa el
soluto en la parte inferior y se va presionando para infusionar (Figura 5). El soluto se
deposita en el fondo de la prensa, se remueve y la suspensién empujada por el émbolo
(manual) se filtra a través de la tela metalica muy tupida para separar la infusion del
soluto ya extraido (Amanpour y Selli, 2015; Falder, 2005; llly, 2002). Funciona a una

presion de 0.5 bar, que le permite extraer mas sélidos totales (Lopez et al., 2007).

Se ha visto que el uso de la prensa francesa en la extraccion de plantas y café ha
demostrado una alta capacidad antioxidante en los extractos obtenidos, por la
presencia de compuestos hidrofilicos tanto fendlicos (acidos mono- y dicafeolquinicos)
como no fendlicos (Carew, Sparrow, Curtin, Close y Dambergs, 2005: llly, 2002; Pérez,
et al., 2010).

Figura 5. Prensa francesa
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2.8 Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para estimar la cantidad de fenoles se utiliza el método de Folin-Ciocalteu; este
método consiste en la reaccion entre el reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR) de color
amarillo y los grupos fendlicos, lo cual produce un complejo de color azul con maxima
absorcion a 725 nm; los resultados usualmente se expresan como mg acido galico/100
g (Restrepo et al., 2009).

Los compuestos fendlicos solo pueden reaccionar con el FCR en condiciones basicas,
donde la disociacién del protdn fendlico conduce a un anién fenolato, que es capaz de
reducir FCR. Por lo tanto, el ensayo usa una reaccién de transferencia de electrones.
Es simple, reproducible y conveniente, ha sido ampliamente utilizado cuando se

estudia antioxidantes fendlicos (McDonald-Wicks, Wood, Garg, 2006).

2.9 Técnicas para evaluar actividad antioxidante

En las décadas recientes se han desarrollado diversos métodos para el analisis de
antioxidantes. Estos métodos involucran la evaluacion de la actividad antioxidante total
y la identificacion y cuantificacion individual de las diferentes sustancias antioxidantes
(Oroian y Escriche, 2015). Los diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante,
ya sea in vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro
de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en
determinar dicha actividad frente a sustancias cromdgenas de naturaleza radicalaria;
la pérdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracién. No obstante,
las determinaciones realizadas dan tan solo una idea aproximada de lo que ocurre en

situaciones complejas in vivo (Kyskoski et al., 2005).

La evaluacion de la actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de
radicales libres en el sistema de prueba, asume que la oxidacion es inhibida en un alto

porcentaje por la captura de estos; por tanto, se enfoca en monitorear la capacidad de
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aditivos y extractos para la captura de radicales o la inhibicion de su formacion. Este

es el principio de los métodos mas modernos de ensayo tales como los ensayos de
ABTSe+ (acido 2,2’azinobis-(3-etilbenztiazolina)-6-sulfénico), DPPH+ (1,1-difenil-2-

picrilhidrazilo) y ficoeritrinna (Antolovich, Prenzler y Patsalides, 2002). En la Tabla 1,

se muestran diferentes métodos utilizados para la evaluacion de la actividad

antioxidante.

Tabla 1. Métodos utilizados para la evaluacién de la actividad antioxidante

capacidad de
un antioxidante
para estabilizar

el radical
cation
coloreado
ABTSe+, el
cual es
formado
previamente
por la
oxidacion del
ABTSe+

pH y fuerza iénica

Es soluble tanto en
medio acuoso como
organico y permite la

evaluacion de
antioxidantes
hidrofilicos y
lipofilicos

Amplio rango de pH
Muy rapido (6
minutos)

previamente, que no
es un radical
fisiologico y que la
cinética de reaccion
con algunos
antioxidantes suele
ser bastante lenta y,
por lo tanto, el punto
final de medicién
debe fijarse de
manera arbitraria

Método Fundamento Ventajas Desventajas Referencia
DPPHe | Se basa en la El DPPHe es un Dificultad de (Goupy, Dufour,
reduccion de la radical libre que interpretar los Loonis y
absorbancia puede obtenerse resultados cuando | Dangles, 2003;
medida a 515 directamente sin una se tienen sustancias | Karadag, Ozcelik
nm del radical preparacion previa cuyo espectro de y Saner,
DPPHs, por Simplicidad y el bajo absorcidn se solapa | 2009; Kuskoski,
antioxidante requerimiento con el del radical Aduero,
instrumental Solo puede | Troncoso,
Bajo costo y corto disolverse en medio | Mancini-flho vy
tiempo (20 a 60 organico Fett, 2005;
minutos) Presenta un pico de | Londofio, 2012;
absorbancia a 515 | Uribe
nm et al, 2015;
Molyneuz, 2004).
FRAP Se basa en el Es sencilloy Como el potencial | (Benziey Strain,
poder que facilmente de reduccion del | 1996; Ou,
tiene una automatizable. Fe* a Fe? es de | 2002; Karadag et
sustancia Es rapido, 0,77 'V, cualquier | al., 2009;
antioxidante generalmente la compuesto con un | Kuskoski et al.,
para reducir el reacciéon  se potencial redox 2005;
Fe3*a Fe?* que completa entre 4 y 8 inferir podria reducir | Uribe et al.,
es menos minutos al Fe®, | 2015)
antioxidante sobreestimando el
valor de FRAP
ABTSe+ | Se fundamenta Puede ser usado en El ABTS-+ (Gador y
en la un amplio rango de debe ser generado | Almajano, 2017;

Karadag et al.,
2009; Londofo,
2012)
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3 Problema de investigaciéon

Las crecientes demandas en temas de seguridad con respecto al uso de antioxidantes
sintéticos como el Dbutilhidroxitolueno  (BHT), butilhidroxianisol  (BHA),
terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y propilgalato (PG), a los que se les ha asociado con
una dudosa seguridad, impone la necesidad de buscar nuevas fuentes de
antioxidantes derivados de plantas, como alternativas viables y naturales, que a su vez
generen un beneficio a la salud, por lo cual una efectiva extraccion de estos

compuestos es requerida.

Un factor importante que influye en la actividad antioxidante de los diferentes
compuestos presentes tanto en plantas como en frutos, es el método de extraccion; el
cual puede modificar su estructura quimica y afectar su actividad biolégica. Diversos
estudios revelan que factores como la temperatura, el tiempo y tamafio de muestra
son factores importantes que influyen sobre la eficiencia de la extraccion en términos
de calidad y rendimiento del producto a obtener, pudiendo ocasionar la pérdida de

compuestos antioxidantes.

A pesar de las investigaciones que se han realizado para evaluar el efecto que tienen
los diferentes métodos de extraccion sobre la actividad antioxidante de plantas, son
pocos los estudios dirigidos en evaluar las condiciones fisicas de extraccion, asi como
la mejor tecnologia extractiva (convencional, ultrasonido, microondas y prensa
francesa) para sustancias antioxidantes naturales y mas aun enfocadas al
aprovechamiento de especies de plantas como el ajenjo (Artemisia absinthium) y
arantho (Decatropis bicolor), utilizando como solvente de extraccién agua, por lo cual

nace la inquietud de realizar la presente investigacion.
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4 Justificacion

En los ultimos afios ha aumentado el interés en la investigacion de compuestos
antioxidantes naturales, provenientes de plantas que podrian aplicarse tanto en la
industria alimentaria como en el area de salud humana. Lo anterior a que tales
compuestos podrian prevenir las reacciones de oxidacién, como principales causas de
deterioro de varios productos alimenticios, mejorando su calidad y valor nutricional.
Adicionalmente, muchos de estos compuestos han sido reconocidos por sus

propiedades medicinales y su impacto beneficioso para la salud.

Aunado a esto es de gran utilidad investigar diferentes métodos de extraccidén para
obtener extractos con la mayor cantidad de polifenoles posibles y elevados valores de
actividad antioxidante, que permitan disminuir el uso de solventes organicos los que
puedan ser un riesgo para la salud, por lo cual se decididé el uso de agua como

solvente.

Asi mismo la seleccion de los diferentes métodos de extracciéon depende de las
ventajas y desventajas de los procesos tales como el rendimiento de extraccion,
complejidad, costo del proceso, tiempo de extracciéon, temperatura o uso de presion
por lo cual se eligieron métodos de bajo costo que a su vez fueran sencillos de usar,
como la extraccion convencional, por ser la manera tradicional de infusionar una
planta, por su parte el ultrasonido ha demostrado ser igual o mas eficiente en la
extraccién de compuestos organicos polares que otros métodos asi como reducir tanto

el tiempo de extraccion, el uso de temperaturas elevadas y de solventes.

En cuanto al microondas permite ciertas ventajas sobre las técnicas de extraccion
convencionales, al ser mas simple, rapido y econdmico, ademas de que aumenta la
solubilidad del compuesto de interés, mejorando su extraccion. Por ultimo, la prensa

francesa al aplicar una pequefa presion sobre el soluto, disminuye el uso de
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temperaturas de ebullicion y permite extraer mas sélidos totales.

Una de las plantas extensamente utilizada e investigada en la mayor parte del mundo,
debido a sus beneficios a la salud, es el ajenjo (Artemisia absinthium), del cual se han
identificado diversos compuestos que varian segun su lugar de origen. Sus extractos
son utilizados en muchas preparaciones herbales gastricos, en suplementos dietarios
y en bebidas. Sin embargo, existe poca investigacion acerca de la optimizacién de las
condiciones fisicas para su extraccion con la finalidad de obtener la mayor capacidad

antioxidante.

Por otro lado, el aranthd (Decatropis bicolor), es una especie que se localiza
especialmente en el estado de Hidalgo, donde se usa para el tratamiento del cancer
de mama en varias comunidades. Sin embargo, es una especie poco investigada,

especialmente no existe informacion acerca de su capacidad antioxidante.

La extraccidn los componentes antioxidantes de ajenjo y aranthé podrian ser usadas
como suplementos dietarios o aditivos alimenticios, por lo que el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de cuatro diferentes métodos de extraccion (convencional,
ultrasonido, microondas y prensa francesa) a través de la aplicacion de disefios de
experimentos, para asi conocer las mejores condiciones fisicas de liberacién de
compuestos antioxidantes de Artemisia absinthium y Decatropis bicolor y elegir el

método de extraccién con mayor liberacion de compuestos.
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5 Objetivos

5.1 General

Evaluar el efecto de diferentes métodos de extraccion (convencional, ultrasonido,
microondas y prensa francesa) sobre la liberacion de compuestos antioxidantes de

ajenjo (Artemisia absinthium) y aranthé (Decatropis bicolor).

5.2 Especificos

- Evaluar el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante por DPPHs y
FRAP de extractos acuosos de ajenjo y aranthd mediante técnicas
espectrofotométricas.

- Analizar la influencia de los factores analizados (tiempo, cantidad de muestra,
temperatura y potencia) mediante el analisis estadistico de los datos obtenidos para
conocer su efecto en la liberacion de compuestos antioxidantes presentes en los
extractos acuosos de Artemisia absinthium y Decatropis bicolor.

- Optimizar las condiciones de extraccion a través de la aplicacion de disefnos de
experimentos (Box-Behnken y compuesto centrado).

- Establecer la correlacion entre el contenido de fenoles y la actividad antioxidante
por DPPHe y FRAP, mediante el analisis estadistico de los datos obtenidos para
determinar su posible origen fendlico.

- Seleccionar el mejor método de extraccion de antioxidantes mediante la
comparacion de los resultados a partir de la optimizacién de las condiciones fisicas
de extraccion.

- Evaluar la bioaccesibilidad in vitro de los extractos de Artemisia absinthium y

Decatropis bicolor, a partir de los distintos métodos de extraccidén optimizados.
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6. Disefio metodolégico

En la Figura 6, se muestra el disefio metodoldgico a seguir para lograr los objetivos

planteados.
(Diseﬁo metodolégico)
Obtencion de muestras
Artemisia absinthium (ajenjo)
Decatropis bicolor (arantho)
Secadas durante 20 dias a T° ambiente
|
( Diserio de experimenlos)
( Box-Behnken ) | (_ Compuesto centrado )
[ g |
[Convencionalj ( Ultrasonido ] [ Microondas) Prensa francesa
°_mi (e oy : °
C°-min. - gM00g| (C°. min. -gi100g pot. - min. - gi100 g Temperatura 90°C
90- 5- 6 45-15- 6 30- 2.9 min. - gi100 g
55-25-10 45-15- 6 20-15-10 0.75736 -6
90-15-10 45-15- 6 20- 1- 6 5-11.6569
55-25- 2 45- 5-10 40-15-10 2-6
55- 5- 6 70-15- 2 B 2.8 2-2
20-25- 6 70-15-10 30- 2-10 26
®-15- 6 20-15-10 40-15- 2 5 - 0.3431
55- 5-10 70- 5- & 40- 2- 6 9.24264 -6
20-15- 2 = o= 5 30-15- 6 56
90-15- 2 459510 30-15- 6 82
90-25- 6 20- 5. & 30-15- 6 8-10
55- 5- 2 45.25_ 9 30- 1- 7 2.6
55-15- 6 70-95- & 20-15- 2 2-10
20- 5- 6 20-15- 2 40- 1- 6 0-6
20-15-10 20-25- 6 30- 1-10 \ J

Fenoles Actividad antioxidante
totales por el método Folin-Ciocalteu DPPH- y FRAP

Optimizacion

(Compafadén de mémdﬁs) (Bioaccesibilidad intestinal in w‘tro)

Fenoles totales
DPPH- y FRAP

Figura 6. Disefio metodologico
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6.1 Obtencion de muestras

Las muestras de ajenjo y aranthé fueron adquiridas en el mercado 1° de mayo, de la
ciudad de Pachuca de Soto, Hidalgo, México. Se secaron al aire libre durante
aproximadamente 20 dias a temperatura ambiente, se molieron en una licuadora
(Oster BLSTEG7881R, México) hasta pulverizarse y se almacenaron en frascos de

plastico hasta su uso.

6.2 Obtenciéon de extractos acuosos por medio de un diseio de experimentos
Box-Behnken para determinar las condiciones fisicas de extraccidon

convencional, con ultrasonido, microondas y prensa francesa.

Para determinar las mejores condiciones de extraccién de Artemisia absinthium y
Decatropis bicolor con mayor actividad antioxidante, se realiz6 un disefio de
experimentos Box- Behnken (DBB), de tres variables (temperatura o potencia en el
caso del microondas (A), tiempo (B) y concentracién de muestra (C)) y 3 puntos

centrales. El modelo matematico correspondiente al DBB es el siguiente (Ecuacion 1):

y=Po+ Xk 1 Baxa+Xh_1 Bexp + X1 Boxe + Yoy Baaxa® + Xho1 Bep xp® +

Yk 1 Bec Xt + XY A<k Bag Xaxp + X Yacc Bac XaXc + X Xp<c Bsc XpXc + € Ec. 1

donde y hace referencia a la respuesta estudiada. Para este trabajo las respuestas
evaluadas fueron el contenido de compuestos fendlicos totales y las capacidades
antioxidantes medida por los métodos DPPH+ y FRAP. Por otra parte, el término xse
refiere a las variables utilizadas en el estudio, el termino foes la constante del modelo,
mientras que los coeficientes del modelo estan representados por los efectos lineales
B4, Bs, Be, cuadraticos faa, Bes, fccy la interaccion entre las variables B4z, Sac, Y Bse.

Finalmente, el término £ representa el error experimental (Box y Behnken, 1960).

Los factores de control y niveles seleccionados en el disefio (Tabla 2) se eligieron
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considerando las condiciones normales de preparacién de una infusion mediante
extraccion convencional (Ramirez et al., 2016), con ultrasonido (Reza, Heidarizadi y
Benvidi, 2012) y microondas (Routray y Orsat, 2012). Cada variable independiente
puede tomar tres posibles valores, codificados como -1, 0 y 1, en funcion de si se trata
del valor minimo, medio o maximo, respectivamente. Con esta codificacién, el disefio
indicé la realizacion de 15 experimentos realizados por triplicado, los resultados de las

combinaciones de variables se encuentran en el Anexo A.

Tabla 2. Condiciones para la obtencion de extractos acuosos

Extraccion convencional Niveles seleccionados
Factores de control -1 0 1
A Temperatura (°C) 20 55 90
Tiempo (min) 5 15 25
C Muestra (g/1009g) 2 6 10
Extraccion con ultrasonido Niveles seleccionados
Factores de control -1 0 1
A Temperatura (°C) 20 45 70
Tiempo (min) 5 15 25
C Muestra (g/100g) 2 6 10
Extraccion con microondas Niveles seleccionados
Factores de control -1 0 1
A Potencia (%) 20 30 40
Tiempo (min) 1 1.5 2
C Muestra (g/100 g) 2 6 10
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6.3 Preparacion de extractos acuosos

6.3.1 Extraccion convencional

Se realizd una extraccion sélido-liquido convencional en un vaso de doble chaqueta
de 250 ml (Schott Duran®, Alemania) sobre una parrilla con agitacion (Nuova Sarrer-
Barnstead Thermolyne® SP-131325, Georgia, E. U. A.) a 600 rpom y un bafo de
recirculacion (VWR® MX07R-20, E. U. A.), utilizando como solvente agua. Los
extractos acuosos de ajenjo y aranthoé fueron puestos bajo diferentes condiciones de
temperatura (20, 55 y 90 °C), tiempo (5, 15 y 25 min.) y porcentaje de muestra (2, 6 y
10%) (Tabla 2).

6.3.2 Extraccion con ultrasonido

Se sigui6 el método de extraccion con ultrasonido realizado por Guo et al., (2014a) y
Torres et al., (2018) con algunas modificaciones. Los extractos de ambas plantas se
colocaron en vasos de precipitado de 250 ml para ser tratados con un bafo de
ultrasonido (Branson Ultrasonics® 2510R-DTH, Connecticut, E. U. A.), utilizando agua
como solvente. Se aplicaron diferentes condiciones de temperatura (20, 45 y 70°C),

tiempo (5, 15 y 25 min.) y porcentaje de muestra (2, 6 y 10%) (Tabla 2).

6.3.3 Extraccion con microondas

Se realiz6 basado en la metodologia descrita por Li, Skouroumounis, Elsey y Taylor
(2011) y Routray y Orsat (2012) con algunas modificaciones. Se empled un
microondas (LG® MB-359ME, Corea) de 750 W de potencia y 60 Hz de frecuencia, en
un vaso de precipitado de 250 ml (Schott Duran®, Alemania) las muestras se
sometieron a diferentes potencias (20, 30 y 40 %), tiempos de extraccion (1, 1.5y 2

min), y muestra del 2, 6 y 10 % (Tabla 2), utilizando agua como solvente.
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6.4 Obtencion de extractos acuosos con prensa francesa por medio de un disefio

de experimentos compuesto centrado

Con la finalidad de determinar el efecto de la extraccién con prensa francesa en la
liberacion de compuestos antioxidantes de ajenjo y aranthd se utilizé un disefio de
experimentos compuesto centrado (DCC) por dos variables independientes (tiempo
(A) y muestra (B)) con 5 puntos centrales. A partir del disefio establecido, se llevaron
a cabo 13 experimentos (Anexo 2) para preparar los extractos acuosos bajo diferentes
condiciones de tiempo y muestra, utilizando una temperatura fija de 90°C para todos

los experimentos (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones utilizadas en el disefio experimental compuesto centrado
extraccion con prensa francesa

Prensa francesa Rangos
A Tiempo (min) 0.76 9.2
Muestra (g/100 g) 0.34 11.6

Los datos resultantes del DCC se ajustaron de igual manera que para el DBB a un

polinomio de segundo orden de la forma de la ecuacion 2.

y=PB0+ Xk 1 Baxa+ XK 1Bsxp + Xho1Banxa® + X-1Bep x5% + X X a<s Pa XaXp + €
Ec. 2

6.5 Preparacion de extractos acuosos

6.5.1 Extraccion con prensa francesa

A partir de la metodologia descrita por Lopez et al., (2007) y Rocha, Maeztu, Barros,
Cid y Coimbra (2003), se utilizé una prensa francesa (Bodum, Copenhague,

Dinamarca) con capacidad de 250 mL, para preparar los extractos acuosos utilizando
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diferentes porcentajes de muestra (0.34 a 11.6%). Se agreg6 agua caliente a 90°C y
dejando en contacto con la muestra durante rangos de tiempo de 0.76 a 9.2 minutos
(Tabla 3), antes de que el émbolo fuera empujado hacia abajo lentamente. Los
extractos se filtraron y se analizé su actividad antioxidante mediante las técnicas FRAP
y del radical DPPH+ asi como el contenido de fenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteu.

En todos los tratamientos para cada método de extraccion se realizaron por triplicado,
los extractos obtenidos se filtraron y se analiz6 el contenido de fenoles totales de los
extractos acuosos por el método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante
mediante las técnicas DPPH- y FRAP.

6.6 Determinacidén de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para la cuantificacion de fenoles totales se construyd una curva de calibracién en un
intervalo de concentracién de 0 a 15 mg/L a partir de una solucién estandar de acido
galico (AG) 1000 mg/L. Se tomd el volumen correspondiente de cada estandar, se
adicionaron 2 mL de Na2COs al 7.5%, 2 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y se aforé a
10 mL con agua destilada. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 760 nm. Para
la determinacion de fenoles en los extractos acuosos de ajenjo o aranthd, se siguio el
mismo procedimiento que para la curva de calibracion estandar, sustituyendo el AG
por 1 mL de cada muestra. Los resultados se expresaron en miligramos de

equivalentes de acido galico por 100 g de muestra en peso seco (mg EAG/100 g).

6.7 Determinacion de actividad antioxidante

6.7.1 Método del radical DPPHe-

Para realizar esta determinacion, se utilizd el método propuesto por Brand-Williams,

Cuvelier y Berset (1995) con algunas modificaciones (Chen et al., 2008). Se preparé
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una curva de calibracion, (0 a 33 uM), a partir de una solucioén patrén de Trolox 1mM
en MeOH (metanol). A cada solucion estandar de la curva se afadié 2.9 mL de DPPH-
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 0.1 mM en MeOH. Todas las soluciones estandar se
llevaron a un volumen final de 3 mL con MeOH. A la par de los estandares se prepard
una muestra control que unicamente contenia 0.1 mL de MeOH y 2.9 mL de DPPH-.
Los estandares se dejaron reaccionar durante 50 minutos en la oscuridad y se midi6
la absorbancia a 515 nm, utilizando como blanco MeOH. La actividad antioxidante de
los extractos acuosos se midio utilizando el mismo procedimiento que para la curva de

calibracion, reemplazando la solucion de Trolox por 100 uL de cada extracto.

Finalmente se construyd la curva de calibracion de Trolox vs % DPPHe+ remanente, a
partir de los valores obtenidos de absorbancia para el control y para cada uno de los

estandares. El % de DPPH-« remanente se calculd a partir de la Ecuacion 3.

Amuestra—Ablanco

%DPPH - remanente = [ ] x 100 Ec(3)

Acontrol

Donde:
Amuestra= Absorbancia obtenida para la muestra
Ablanco= Absorbancia obtenida para el metanol

Acontrol= Absorbancia obtenida para el control

La capacidad antioxidante fue expresada como miligramos de equivalentes de Trolox

por 100 g de muestra en peso seco (mg ET/100 g).

6.7.2 Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

Este analisis se realizé utilizando la técnica FRAP de Benzie y Strain (1996) con
algunas modificaciones propuestas por Chohan et al., (2008). El reactivo FRAP se

preparé mezclando buffer de acetatos (300 mM a pH 3.6), cloruro férrico hexahidratado
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(FeClI3+6H20) (20 mM) y TPTZ (4,6-tripryridyl-s-triazina) 10 mM, preparada en HCI 40

mM. Las tres soluciones se mezclaron en proporciones 10:1:1 (v/v/v).

Se prepard una curva de calibracion, (0 a 100 mM), a partir de una solucion patron de
cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl224H20) en HCI 40 mM. A cada solucién estandar
de la curva se afiadié 1 mL de reactivo de FRAP y se llevd a un volumen final de 10
mL con agua destilada. Todas las soluciones se incubaron a 37 °C por 4 minutos y se
midid su absorbancia a 593 nm utilizando un blanco que contenia unicamente reactivo
de FRAP. La actividad antioxidante de los extractos acuosos se midio utilizando el
mismo procedimiento que para la curva de calibracion, reemplazando la solucion de
cloruro férrico por 250 pyL de cada extracto. Los valores fueron expresados como
miligramos de equivalentes de hierro ferroso por 100 g de muestra en peso seco (mg
EFe?*/100 g).

6.8 Bioaccesibilidad

A partir de las condiciones optimas de extraccidn resultantes de la optimizacion de los
disefios de experimentos DBB y DCC para cada método, se realizé el estudio de la
bioaccesibilidad. Se utilizé el modelo de digestidn in vitro seguido por dialisis (Trinidad,
Wolever y Thompson, 1996), basado en el método propuesto por Miller, Schricker,
Rasmussen y VanCampen (1981), con algunas modificaciones de Ramirez-Moreno,
Marques, Sanchez-Mata, y Goii (2011). Se homogeneizaron 10 mL de extracto (ajenjo
o aranthd) y se ajusté a pH 2.0 con HClI 6M. EI homogeneizado se incubd
sucesivamente en un bafo de agua con agitacion con 120 ul de solucion de pepsina
(40 mg/mL de pepsina Sigma-Aldrich-P-7000 en HCI 0.1 molL -1) a 37 °C durante 2 h.

Después de la incubacion, se afiadieron 1.5 mL de solucién de pancreatina-colato
sédico y de desoxicolato sédico (5 mg de enzima pancreatina P-1750 Sigma Aldrich-
mas 12.5 mg de hidrato de colato sddico C6445 y 12.5 mg de desoxicolato D6750

Sigma Aldrich — 0.1 NaHCOs3 0.1 molL -1). Los productos de digestion se colocaron en
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membranas de didlisis (Sigma Aldrich) y se dializaron en 200 mL de solucién de
NaHCO3 (pH 7.5) durante 16 h. Los valores de bioaccesibilidad del contenido de
fenoles totales y capacidad antioxidante (DPPHe y FRAP) de las muestras (control,
extraccién convencional, con ultrasonido, microondas y prensa francesa de la
condicion optima) fue determinada como la diferencia de los parametros obtenidos

antes y después del tratamiento de digestién in vitro (% de fraccion dializada).

6.9 Analisis de resultados

A partir del software Minitab V.17, se analizaron los resultados de los experimentos
obtenidos de los DBB y DCC. Asi como la significancia estadistica de los coeficientes
de regresion, la interaccion entre las diferentes variables independientes y su
correspondiente efecto sobre la respuesta, fueron probados mediante el analisis de
varianza (ANOVA). Se obtuvieron los polinomios del disefio de experimentos, y se
construyeron los graficos de contorno. Los modelos matematicos obtenidos para el
DBB y DCC fueron optimizados por medio de la metodologia de superficie de
respuesta (MSR) para determinar los niveles de los factores que entregan los maximos
valores de la variable respuesta. La significancia de los términos del modelo se

establecidé con un nivel de confianza del 95 %.

Los modelos se validaron a partir de la comparacion del valor predicho y experimental
mediante la prueba t con un nivel de significancia del 95% usando Microsoft Excel
version 2010 (Microsoft Corporation, EEUU). Bajo estas condiciones optimas, se

realizo la comparacion de los métodos de extraccion y las pruebas de bioaccesibilidad.

La comparacion de los valores experimentales optimos de los métodos de extraccion
y sus % de fraccion dializada se compararon segun la metodologia analitica descrita
en Granato, Araujo y Jarvis (2014) donde se sugiere usar el test de la normalidad
seguido del test de Tukey para comparacion entre muestras, con un nivel de confianza
de p<0.05, utilizando el software Minitab V.17.
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Con el fin de determinar la correlacién entre la concentracion de compuestos
antioxidantes medidos por DPPHe+ y FRAP con respecto al contenido de fenoles totales
presentes en los extractos acuosos de ajenjo y arantho, se realizé un analisis de
relacion lineal con Microsoft Excel version 2010 (Microsoft Corporation, EEUU), donde

se obtuvieron los diagramas de dispersion con su coeficiente de correlacion.

36



7 Resultados y discusion

7.1 Resultados del diseino de experimentos Box-Behnken de la actividad
antioxidante y fenoles totales de extractos acuosos de ajenjo y aranthé

obtenidos a partir de diferentes métodos de extraccion

7.1.1 Extraccion convencional de ajenjo

7.1.1.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+* y FRAP

de la extracciéon convencional de ajenjo

La Tabla 4, muestra los resultados de los 15 puntos experimentales del disefio de
experimentos Box-Behnken de fenoles totales y de actividad antioxidante de los
extractos acuosos de ajenjo medidos por DPPHe, FRAP. Todos los extractos acuosos
mostraron valores de compuestos fendlicos entre 668 y 2465.4 mg EAG/ 100 g. La
actividad antioxidante de las muestras mediante la determinacién de DPPHe«, oscild
entre 361.9-2439.2 mg ET/ 100 g. Los valores mas altos para ambas determinaciones
se obtuvieron de los extractos obtenidos a partir de 2% de muestra, extraidos a 90° C

durante 15 minutos.

Respecto a la actividad antioxidante de los extractos determinada por FRAP, los
valores se encontraron entre 115.7-763.9 mg EFe?*/ 100 g. El valor mas alto
correspondio al extracto obtenido a partir de 2% de muestra, extraido a 55° C durante
5 minutos. Mientras que el segundo resultado mas alto se obtuvo en condiciones de
90°C, 15 minutos y 2% de muestra (731.6 mg EFe?*/100 g), lo que podria indicar que
la extraccion a tiempos prolongados y a altas temperaturas puede dar lugar a la
oxidacién de los compuestos que pueden llevar a cabo reacciones de 6xido-reduccion,
por la luz, exposicion al oxigeno y a la degradacion (Restrepo, Narvaez, y Restrepo,
2009; Spigno et al., 2007).
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Tabla 4. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP en extractos acuosos

de ajenjo mediante extraccién convencional

Temperatura  Tiempo Muestra Fenoles totales DPPH- FRAP
(°C) (min) (9/100 g) (mg EAG/100g) (mg ET/100g) (mg EFe?*/100 g)
Media SD Media SD Media SD
90 5 6 1,196.7 7.7 814.9 1.8 221.8 1.7
55 25 10 751.1 0.5 507.7 1.2 144.6 1.4
90 15 10 837.3 6.8 515.3 1.2 115.7 0.6
55 25 2 1,706.1 2.9 1,4835 6.5 470.4 2.5
55 15 6 1,151.4 1.0 837.4 2.8 216.0 21
20 25 6 923.5 12.5 684.3 1.6 188.3 1.1
55 15 6 1,159.5 4.8 839.2 2.7 216.1 0.5
55 5 10 776.0 10.3 496.6 0.7 132.6 17.0
20 15 2 1,602.4 8.1 899.7 6.5 446.0 9.0
90 15 2 2,465.4 29 24392 16 731.6 2.9
90 25 6 1,386.0 21 782.6 25 147.3 0.9
55 5 2 1,380.9 29 1,883.0 4.6 763.9 6.0
55 15 6 1,162.4 6.1 839.2 2.7 216.9 0.3
20 5 6 810.6 1.4 640.7 3.3 230.6 0.9
20 15 10 668.0 0.6 361.9 1.2 157.9 0.2

(n=3+SD: Desviacion estandar)

EnlaTabla b, se presentan resultados de algunos estudios de la actividad antioxidante

de ajenjo medida principalmente por fenoles totales y DPPHe. En estos trabajos, los

solventes de extraccién utilizados han sido etanol, metanol, acetato de etilo, cloroformo
y agua obteniéndose valores muy variables de DPPH- (958.36 - 7742.675 mg ET/100
g muestra) y fenoles totales (51.49 — 5587 mg EAG/100 g muestra), estos son

comparables a los resultados obtenidos en la presente investigacion. De acuerdo a los

datos presentados en la Tabla 5, hay muchas variables (condiciones fisicas de

extraccion, parte de la planta utilizada, tipo de solvente y métodos de extraccion)

influyen de manera determinante en la extraccion de compuestos con actividad

antioxidante.
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Tabla 5. Capacidad antioxidante de muestras de ajenjo determinada por fenoles totales y DPPHe,
reportada por distintos autores

Fenoles
totales DPPH-
Referencia Muestra Condiciones de extraccion (mg (mg ET/
EAG/100 100 g)
9)
20 g de muestra en 100
Jaramillo et al., . mL de etanol al 70 %, a
2016 Hojas Etanol temperatura ambiente, 560 )
durante 48 hrs.
Lee Acetato 5 gde muestraen0.2L
. ’ Hojas : porciones de acetato de 51.49 -
Thiruvengad de etilo atilo
am, Chung, Metanol 5gde muestraen 2L de 131.18 -
Nagella, 2013 metanol por 24 h.
’ 5 gde muestraen 0.5L de
Agua ; 134.47 -
agua destilada
Msaada et al Hojas, 1 g de la muestra en 10
2015) v tallo, vy Metanol mL de metanol a 25° 9,989 -
flores durante 24 hrs.
Sahin, uti(l)ifagddoeu?ut?asrfwfae
Aybastier, Isik, Hojas Metanol ultrasonido a 50°C a 70 2793.5 -
2013 )
minutos
Sinah 100 g de muestra en
gn y Hojas Metanol metanol mediante Soxhlet 1220 -
Sharma, 2011
durante 20 hrs.
Singh et al., Hojas -
Agua 100 g de la muestra en 2000
2012 Etanol 500 mL del solvente en un 2152 )
percolador
Clorofor por una combinacion de 1417 -
maceracion y percolacién
-mo a temperatura ambiente
Ozgen, 20 g de muestra en 400 ml
Mavi, Terzi, de
Cozkun 'y Hojas Agua fluio d 90 360 958.36
Yildirim, agua por reflujo l;_ran'te
2004 minutos y se filtré
500 g de la muestra fue
Villavicencio, Hojas Etanol s_orpet_|do a maceracion 3829 5 7742 67
2014 dinamica por un periodo
de 4 hrs con disolventes
Agua 2167 2432.07
Metanol 5214
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7.1.1.2. Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de ajenjo a partir de extraccion

convencional

Los coeficientes de correlacion y los polinomios obtenidos del disefio de experimentos
Box-Behnken de la actividad antioxidante mediante extraccion convencional de ajenjo
determinada por DPPH- y FRAP, asi como de fenoles totales se presentan en la Tabla
6. Los coeficientes de correlacion determinados fueron superiores al 95% para las tres
metodologias empleadas, por lo que este disefio de experimentos resulta util para
optimizar las condiciones de extraccion convencional a las cuales se debe someter el

ajenjo para lograr la mayor extraccion de compuestos con actividad antioxidante.

Tabla 6. Polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del disefio de experimentos Box-
Behnken para los extractos acuosos de ajenjo obtenidos por extracciéon convencional

Analisis R2 Polinomios
Fenoles 0.96 1078 + 6.04 A + 65.8 B - 145.6 C + 0.0691 A*A - 1.605 B*B + 9.93 C*C +
totales 0.055

A*B -1.277 A*C -2.19 B*C
DPPH- 0.95 1184 + 29.3A-6.2B—-270 C-0.059 A*A-0.36 B*B + 18.15 C*C - 0.054 A*B

2.499 A*C + 2.57 B*C
FRAP 0.98 891 +6.17A-152B-178.9 C-0.0148 A*A-0.012 B*B +10.29 C*C - 0.0230
A*B - 0.585 A*C + 1.955 B*C
Donde: A=Temperatura (°C), B= Tiempo (min) y C = Concentraciéon de muestra (g/100 g)

En la Tabla 7, se muestran los coeficientes de regresién y diferencias significativas
para cada factor, con el objetivo de observar aquellos que afectan significativamente
a la respuesta del modelo.
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Tabla 7. Coeficientes estimados de la ecuacion polindmica de segundo orden, para fenoles totales,
DPPH- y FRAP de la extraccién convencional de ajenjo
Coeficiente de regresion

Factor Fenoles totales DPPH- FRAP
po 1155 839 216.3
Lineal
La 237.8° 247.34 24.2
L5 75.4 -47 1 -50.74
Bc -517.92 -604.7° -233.6°
Cuadratico
Laa 84.6 -72 -18.1
Pss -160.5 -36 -1.2
Pecc 158.9 290 164.6°
Interaccion
Pas 19.1 -19 -8
Pac -178.7¢ -350¢ -82d
Bsc -87.5 103 78.2¢

Nivel de significancia: 2p<0.0001, ®p<0.001, °p<0.01, 9p<0.05

El modelo indica que el factor temperatura en su término lineal (f4) afecta
significativamente la liberacion de compuestos fendlicos (p<0.01) y antioxidantes por
DPPH- (p<0.05) como se observa en la Figuras 7a y 8a, en donde se obtienen valores
superiores a 1400 mg EAG/100 g y 1000 mg ET/100 g respectivamente en los
extractos sometidos a mas de 80° C. Los resultados se muestran acorde a lo obtenido
por Flores, Ledn, Estarron y Orozco (2016) y Garcia et al., (2012b), en donde la
temperatura resulté ser el factor con mayor efecto positivo sin evidencia de
degradacion térmica dentro de los niveles ensayados. Asi mismo, Qu, Shi, Li, Pan y
Venkitasamy (2014) y Zgorka (2009) reportaron que la temperatura constituye el
principal efecto positivo en el rendimiento de extraccion de fenoles totales. Este hecho
esta principalmente asociado al incremento de la solubilidad y las velocidades de
difusion de los compuestos por efecto de esta variable, que promueve la liberacién de
compuestos fendlicos y antioxidantes rompiendo los constituyentes de las células
vegetales (Flores et al., 2016; Garcia et al., 2012; Wang, Sun, Cao, Tian y Li, 2007).

Sin embargo, no se consideré aumentar la temperatura mas de 90° C, ya que se a
visto que ha temperaturas mayores algunos compuestos fendélicos no estables podrian
empezar a degradarse y el valor obtenido no corresponderia a un valor real de la

muestra inicial (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2005). Por lo tanto, a partir de los
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resultados obtenidos se puede deducir que la mayoria de los compuestos fendlicos

extraidos de ajenjo son termoestables.

Contour Plot of mg de EAéS/ 100 g vs Tiempo, Temperatura
25
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Figura 7. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra, c)
Tiempo*Muestra, sobre el contenido de fenoles totales, obtenido por extraccion convencional de
ajenjo

El factor tiempo tuvo efecto significativo unicamente en FRAP (p<0.05), ya que a menor
tiempo de exposicidn se obtiene una mayor liberacion de compuestos antioxidantes
(Figura 9a y 9c). Las tres determinaciones fueron significativamente afectadas por la
concentracion de muestra en términos lineales (f¢) (fenoles totales y FRAP p<0.0001,
DPPH- p<0.001), asi como en términos cuadraticos (fcc) influyé p<0.01 en FRAP. En
cuanto a los términos de interaccidén que resultaron significativos fueron temperatura y

muestra (fac) en las tres determinaciones, estas tendencias se pueden apreciar en los
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graficos de contorno obtenidos del disefio de experimentos Box-Behnken en la Figuras
7b, 8b y 9b, ya que a una concentracion de muestra menor de 3% y a una temperatura

mayor de 60°C hay mayor liberacion de compuestos fendlicos y antioxidantes.
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Figura 8. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra, c)
Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por DPPH«, obtenida por extraccion
convencional de ajenjo

De igual manera se observa en la Figura 9c, el efecto significativo de la interaccion
entre tiempo y muestra (fBsc) para FRAP (p<0.05), donde se obtiene una liberacion
mayor de 700 mg EFe?*/ 100 g, a una concentracién de muestra de 2%, en tiempos

menores de 10 minutos.
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25
mg de
EFe2+/ 100
9

u < 150
W 150 - 175

W 175 - 200
200 - 225
W 225 - 250
W 250 - 275
u > 275

Tiempo

5U oU Y SU

20 30 40

Contour Plot of mg de EFe§+/ 100 g vs Muestra, Tef¢p@r@Bfour Plot of mg de EF82+/ 100 g vs Muestra, Tiempo

mg de
EFe2+/100
g
[ < 100 ] < 200
| 100 - 200 Il 200 - 300
W 200 - 300 I 300 - 400
[ 300 - 400 400 - 500
400 - 500 I 500 - 600
Il 600 - 700
u > 700

mg de
EFe2+/100
9

I 500 - 600
I 600 - 700
- > 700

Muestra
Muestra

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura Tiempo

Figura 9. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra, c)
Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por FRAP, obtenida por extraccion convencional
de ajenjo

7.1.1.3 Optimizacién de las condiciones de extraccién convencional de ajenjo y

validacion del modelo

Una vez obtenidas los resultados del modelo obtenido a partir de los resultados del
DBB, se procede a optimizar la respuesta final maximizando los resultados de los tres
parametros a analizar, con el objetivo de determinar los niveles de los factores que
permitan maximizar la extraccién de los compuestos fendlicos y antioxidantes
presentes en los extractos de ajenjo. Para obtener los valores optimos en las tres
metodologias empleadas, (fenoles totales, DPPH+ y FRAP), se deben exponer los

extractos de ajenjo a 90°C, durante 10 minutos con una concentracién de muestra de
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2%.

Para confirmar la validez de la optimizacion se realizaron tres extracciones bajo las
condiciones antes sefialadas, y se compararon los valores predichos y experimentales
(Tabla 8), en ninguno de los tres casos se observan diferencias significativas (p>0.05)
entre el valor predicho y el valor experimental, lo cual indica que los valores

experimentales del proceso 6ptimo son reproducibles.

Tabla 8. Valores 6ptimos predichos y experimentales, de la extraccion convencional de ajenjo

Valor

Analisis Valor predicho .
experimental

Fenoles totales

(mg EAGI100 g) 2490.45 2486.6+2.9
DPPH-

(mg ETH00 g) 2454.32 2452.5+1.6
e 729.43 731.1642.9

(mg EFe?*/100 g)

7.1.1.4 Correlacion entre fenoles totales y la actividad antioxidante medida por

DPPH- y FRAP de la extraccion convencional de ajenjo

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios mas abundantes en las
plantas y es sabido que tienen una gran influencia en el mecanismo de actividad
antioxidante (Carlsen et al., 2010; Chul, Yeop, Gyeong, Song y Kim, 2018; Halliwell,
Rafter y Jenner, 2005; Wiart, 2007). Como se muestra en la Figura 10a, la correlacion
entre la actividad antioxidante, medida por el contenido de fenoles totales y DPPHe,
fue de R?=0.7886. Este valor indica que los compuestos responsables de la actividad
antioxidante en los extractos acuosos de ajenjo analizados, son predominantemente
de tipo fendlico, ya que el 78% de la actividad evaluada resulta de la contribucion de
estos compuestos. Asi mismo, la correlacion entre la actividad antioxidante medida por
FRAP vy el contenido de fenoles totales, dio un valor de R?=0.6139 (Figura 10b).

Refiriendo que para ambas técnicas mas de 60% de los compuestos fendlicos,

45



parecen ser los principales responsables de la capacidad antioxidante de los extractos

de ajenjo mediante extraccion convencional.
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Figura 10. Correlacion entre fenoles totales vs a) DPPH+ y b) FRAP de la extraccion convencional de
ajenjo

Algunos autores han estudiado la correlacién entre actividad antioxidante y el
contenido de compuestos fendlicos en muestras de ajenjo, y han encontrado una
correlacién positiva, por lo cual, el contenido de compuestos fendlicos totales en los
extractos podria explicar sus altas actividades antioxidantes. Asi mismo, estos
compuestos fendlicos muestran actividad antioxidante debido a sus propiedades
redox, que juegan un papel importante en la absorcion y neutralizacién de radicales
libres (Huang y Mau, 2006; Lee et al., 2013; Li, et al., 2007)

Cabe destacar que las correlaciones no son completamente lineales porque el método
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de Folin-Ciocalteu es especifico para compuestos fendlicos, y la actividad antioxidante
también puede ser exhibida por compuestos no fendlicos (Asami, Hong, Barrett y
Mitchell, 2003; McDonald-Wicks et al., 2006). Incluso es probable que se presenten
interacciones antagonistas o sinergistas entre los compuestos fendlicos y otros

metabolitos que pueden afectar dicha la actividad (Odabasoglu et al., 2005).

7.1.2 Extraccion convencional de arantho

7.1.2.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+* y FRAP

de la extraccidon convencional de aranthé

Los resultados de la determinacion del contenido de fenoles totales y de actividad
antioxidante por DPPHe y FRAP de los 15 puntos experimentales del disefio de
experimentos Box-Behnken de extractos acuosos de aranthd se muestran en la Tabla
9.

Tabla 9. Valores de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+, FRAP en extractos acuosos
de aranthé mediante extraccién convencional
Temperatura  Tiempo Muestra mg EAG/100 g mg ET/100 g mg EFe?*/100 g

(°C) (min) (9/100 g) Media SD Media SD Media SD
90 5 6 1480.8 5.5 532.8 14 247 .4 1.8
55 25 10 1050.0 2.5 522.7 04 142.4 0.1
90 15 10 1380.2 5.2 301.5 1.2 151.2 14
55 25 2 2139.0 5.7 1,234.6 2.8 679.6 6.3
55 15 6 1296.3 4.8 687.3 29 219.8 1.3
20 25 6 1073.0 4.4 581.0 1.0 225.8 29
55 15 6 1296.3 1.0 691.0 0.8 219.5 14
55 5 10 969.3 1.1 516.1 0.7 138.9 0.8
20 15 2 1596.3 29 828.9 2.8 666.5 1.6
90 15 2 2232.2 29 1,511.5 57 691.6 11.1
90 25 6 1547.0 4.8 295.5 1.0 244.5 5.5
55 5 2 1622.8 5.7 885.0 2.3 683.4 8.8
55 15 6 1296.1 2.8 689.9 2.4 220.8 1.7
20 5 6 972.5 1.0 424.8 1.6 236.8 2.0
20 15 10 739.6 5.2 314.5 3.6 144 .4 1.6

—

n=3 + SD: Desviacion estandar)

Los valores de fenoles totales se situaron entre 739.6 y 2232.2 mg EAG/100 g. Los
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extractos analizados mediante DPPH+ mostraron valores de actividad antioxidante de

295.5 a 1,511.5 mg ET/100 g. En cuanto a la actividad antioxidante determinada por

FRAP, se encontraron valores entre 138.9 - 691.6 Fe?*/100 g. Para las tres

determinaciones el valor mas alto se obtiene a partir de 2% de muestra, extraido a 90°

C durante 15 minutos.

En la Tabla 10, se muestran algunos resultados de la actividad antioxidante y

compuestos fenoles de diversas plantas medicinales obtenidos en otros estudios, en

los cuales se reportan valores muy variables segun la especie de planta. Sin embargo,

comparando con los valores obtenidos de la extraccion convencional de arantho, se

puede decir que esta planta tiene una alta capacidad antioxidante tanto en compuestos

de via radicalaria, via redox y fenoles totales en comparacién a las especies descritas,

las cuales muestran variabilidad en sus resultados.

Tabla 10 Determinacién de la capacidad antioxidante de diversas plantas medicinales realizada por
distintos autores

Fenoles Actividad antioxidante
Referencia Especie to(triss DPPH- F(I?npg\gp
EAGM00g)  (MIETM00Q9)  preliqng g

Hamdy et Acantho'panax graciligtylus 2957 305 454
al. 2013 Brassica alba L BO|s_s 594 513 606
Li’et al. ’ Curcuma aromat|ca"SaI|sb. 610 507 347
2013 ’ Droserg burm(_';mnu Vahl 1207 305 107
Nikolic’et Eryt_hrlna variegata L. 1561 1467 302
al. 2014- Fraxmus rh_ynchqphyll_a 523 401 548
IR;éjha et, Geramum wilfordii Maxim. 1790 1303 215
al. 2014 Houttuyn.|a (_:ordata Thunb. 1738 757 135
Sh’eng et, Isatis tinctoria L. 4730 1083 157
al. 2013: Juncgs g_ffusus L. 3790 317 604
SI;otti et’ Magnohq I|I|flora Desr. 858 938 957
al. 2014 Ros_a ch_men&_s Jacq. 725 587 1432
" ' Salvia miltiorrhiza Bge. 988 1544 601
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7.1.2.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de aranthé a partir de extraccion

convencional

Los resultados del DBB de los coeficientes de correlacidon y polinomios de la actividad
antioxidante mediante extraccion convencional de aranthd determinada por DPPHe y
FRAP, asi como de fenoles totales se presentan en la Tabla 11. Los coeficientes de
correlacion determinados fueron superiores al 95% para fenoles totales y FRAP, asi
como mayor al 90% para DPPHe, lo que nos indica que este disefio de experimentos
resulta util para optimizar las condiciones de extraccién convencional a las cuales se
debe someter el arantho6 para lograr la mayor extracciéon de compuestos con actividad

antioxidante y fenoles totales.

Tabla 11. Polinomios y coeficientes de correlacién obtenidos del disefio de experimentos Box-
Behnken para los extractos acuosos de arantho

Analisis R2 Polinomios
Fenoles 098 1449 + 7.88 A+ 37.3 B -206.5 C + 0.0045 A*A - 0.335B*B + 11.41 C*C -
totales ’ 0.025 A*B + 0.028 A*C - 2.72B*C

109 +26.1 A+59.1 B-130.1 C-0.1138 A*A -0.913 B*B + 11.97 C*C - 0.280
A*B -1.259 A*C - 2.14B*C
FRAP 0.99 1064.95 - 0.601 A - 2.957 B - 203.33 C + 0.00923 A*A + 0.0728 B*B + 11.485
) C*C + 0.00581 A*B -0.0431 A*C + 0.0460 B*C
Donde: A=Temperatura (°C), B= Tiempo (min) y C = Concentracion de muestra (g/100 g)

DPPH- 0.90

Los coeficientes de regresion y diferencias significativas para cada factor se plasman
en la Tabla 12. La temperatura influyé significativamente en la liberacién de
compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante determinada por FRAP, tanto en
términos lineales (f4) (p<0.0001 fenoles y 0.001 FRAP) como cuadraticos (£44) (p<0.01
fenoles y 0.001 FRAP). Lo cual puede ser observado en los graficos de contorno

(Figura 11a'y 12a) donde a mayor temperatura mayor liberacion de compuestos.

49



Tabla 12. Coeficientes estimados de la ecuacién polindmica de segundo orden, para fenoles totales,
DPPH+ y FRAP de la extraccién convencional de aranthé
Coeficiente de regresion

Factor Fenoles totales DPPH- FRAP
po 1296.3 689 220.04
Lineal
[ 286.4° 62.6 8.52°
Br 95.54 34.3 -1.77
Pc -435.42 -351.9¢ -268.762
Cuadratico
Laa 5.6° -139.4 11.31°
Psr -33.5 -91.2 7.28°
Pecc 182.5 191.5 183.772
Interaccion
Pas -8.6 -98.2 2.03
Pac 4 -176.3 -6.03
Bsc -108.99 -85.8 1.84

Nivel de significancia: 2p<0.0001, ®p<0.001, ¢p<0.01, 9p<0.05

Contour Plot of mg EAG/1g0 g vs Tiempo, Temperatura

25
mg EAG/100

g

< 1000
[ 1000 - 1200
W 1200 - 1400
W 1400 - 1600
] > 1600

20

Tiempo

20 40 50 60 70 80 20

Temperatura
Contour Plot of mg EAG/100 g vs Muestra, Temperatura  Contour Plot of mg EeG/wo g vs Muestra, Tiempo

mg EAG/100 mg EAG/100
9 9
< 1000 < 1000
71 1000 - 1250 [l 1000 - 1200
B 1250 - 1500 I 1200 - 1400

[0 1400 - 1600
I 1600 - 1800
I 1800 - 2000
u > 2000

W 1500 - 1750
W 1750 - 2000
™ > 2000

Muestra
Muestra

50 60 70 80 20 5 10 15 20 25
Temperatura Tiempo

Afi A~ + Aal ~F 4. \T + *T
raficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Tem

*Muestra, sobre el contenido de fenoles totales, obtenido por extraccié
arantho

oD
=)
=3
Q

convencional de

O

Tiemp

50



Por otro lado, el tiempo mostré afectar de manera significativa en la liberacién de
compuestos fendlicos en su forma lineal (f5) (p<0.05), lo cual se percibe en la Figura

11c, obteniéndose valores mayores de 2000 mg EAG/100 g de muestra tras 20

minutos de exposicidn. Mientras que, en su forma cuadratica (fss), el tiempo tuvo un

efecto significativo de p<0.01 en FRAP. Las tres determinaciones se vieron

influenciadas significativamente por la concentracién de muestra a p<0.01 DPPH-y a

p<0.0001 fenoles totales y FRAP, asi como este ultimo en su forma cuadratica a

p<0.0001.
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En la Figura 11c, se puede observar que la interaccion tiempo-muestra (Szc) influyo

significativamente (p<0.05) en fenoles totales, donde a tiempos entre 20 y 25 minutos

con una concentracion de muestra menor de 3%, se obtienen mas de >2000 mg EAG/

100 g.
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7.1.2.3 Optimizacién de las condiciones de extraccién convencional de aranthé

y validacion del modelo

El modelo obtenido a partir de los resultados del DBB para la extraccion convencional

de aranthd, se sometid a un procedimiento de optimizacion. Las condiciones optimas
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propuestas para la extraccion fueron: 90°C de temperatura; 17 minutos; 2% de
concentracion de muestra. Se valido el modelo mediante la comparacion de los valores
predichos y experimentales de compuestos fendlicos y antioxidantes (Tabla 13), no se
encontraron diferencias significativas entre si (p>0.05). Lo que permite que el modelo
sea adecuado para obtener los mejores valores de temperatura, tiempo y muestra para

la extraccion convencional de aranthd, asi como estos valores sean reproducibles.

Tabla 13. Valores 6ptimos predichos y experimentales,
de la extraccién convencional de arantho

s . Valor
Andlisis Valor predicho experimental
Fenoles totales
(mg EAG/100 g) 2244.5 2242742 .9
DPPH-
(mg ET/100 g) 1518.9 1,521.245.7
FRAP 699.4 697.9+11.1

(mg EFe?/100 g)

7.1.2.4 Correlacion entre fenoles totales y la actividad antioxidante medida por

DPPH- y FRAP de la extraccion convencional de aranthé

En las Figuras 14a y 14b, se presenta la correlacion entre la actividad antioxidante
medida por DPPH+ y FRAP, en relacion al contenido de fenoles totales, obteniéndose
una R?=0.6655 y R?: 0.6756 respectivamente. Ambos valores nos indican que los
compuestos responsables de la actividad antioxidante en la extraccion convencional
de aranthd, no son predominantemente de tipo fendlico, sin embargo, en diversos
estudios realizados en esta planta se han identificado ademas de los compuestos
fendlicos, terpenos, cumarinas y alcaloides como principales causantes de su actividad
antioxidante (Dominguez et al., 1971; Garcia et al., 2000; Fylaktakidou, Hadjipavlou,
Litinas y Nicolaides, 2004; Estanislao et al., 2016; Kovac et al., 2017).
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7.1.3 Extraccion de ajenjo con ultrasonido

7.1.3.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+ y FRAP

de extractos ultrasonicados de ajenjo

Se muestran en la Tabla 14, los resultados de la liberacién de compuestos fenoles y
antioxidantes de la extraccion de ajenjo con ultrasonido, de los 15 experimentos
obtenidos del DBB. Los valores obtenidos de compuestos fendlicos, se situaron entre
652.7 y 2299.3 mg EAG/100 g. Los valores obtenidos de la liberacion de compuestos
antioxidantes mediante el método DPPHe, se encontraron entre 310.8 y 818.2 5 mg

ET/100 g. En cuanto a la capacidad antioxidante determinada por el método FRAP, se
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mostraron valores entre 113.1-551.6 mg EFe?*/ 100g. Se observé que los valores mas
altos para las tres determinaciones se obtuvieron a una concentracion de 2%, durante

15 minutos y a una temperatura de 70°C.

Tabla 14. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP
en extractos acuosos de ajenjo mediante extraccion con ultrasonido

Temperatura Tiempo Muestra Fenoles totales DPPH- (mg II;FF{:g\ZF",/1OO
°C) (min) (g/100 g) (mg EAG/100 g) (mg ET/100 g) q)
Media SD Media SD Media SD
45 15 6 1005.0 6.2 344.7 7.9 193.3 1.8
45 15 6 1010.0 3.1 343.1 9.1 193.3 1.0
45 15 6 1004.6 5.5 345.9 5.5 194.4 0.9
45 5 10 668.7 7.0 3124 1.3 113.1 0.8
70 15 2 2299.3 8.6 818.2 4.8 551.6 3.8
70 15 10 703.6 2.1 386.5 2.5 114.7 1.1
20 15 10 7341 0.9 493.3 4.7 145.2 0.7
70 5 6 1052.8 3.9 4371 0.9 193.5 14
45 5 2 2039.1 4.7 474.3 5.9 494.9 4.9
45 25 10 652.7 0.9 310.8 0.6 114.7 1.0
20 5 6 1000.5 3.9 443.3 1.1 178.5 1.2
45 25 2 2001.7 0.7 524.8 1.3 541.8 4.7
70 25 6 1113.1 5.7 416.6 2.3 195.9 2.2
20 15 2 2049.9 17.2 619.0 7.4 515.6 7.1
20 25 6 1070.6 2.9 451.1 1.0 189.7 1.8

(n=3 £ SD: Desviacion estandar)

Los resultados de fenoles totales obtenidos de los extractos ultrasonicados de ajenjo
son inferiores a los reportados por Sahin et al., (2013), quienes reportaron un contenido
de fenoles totales de 2080 a 2793.5 mg EAG/100 g de ajenjo utilizando como solventes
metanol y HCL a diferentes concentraciones, durante 70 minutos de exposicion a una
temperatura de 50° C. Las diferencias encontradas pueden atribuirse al tipo de
solvente utilizado ya que en el caso del agua se ha reportado que actua como el agente
de hinchamiento de la planta, mientras otros tipos de solventes como el metanol y
etanol interrumpe la union entre los solutos y matrices de plantas. Por lo cual, los
resultados pueden estar relacionados con la polaridad del solvente y la solubilidad de
los polifenoles del ajenjo, (Sahin y Samli, 2013; Spigno y De Faveri, 2009). Asi mismo

se atribuye, este mayor contenido de fenoles al tiempo de exposicién.

En consecuencia, el ultrasonido es un buen método alternativo para la extraccion de
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compuestos, conservacion y el procesamiento de los alimentos y, ademas, no se ha

demostrado ningun efecto adverso en la salud humana (Sahin y Soysal, 2013).

7.1.3.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de ajenjo a partir de extracciéon con

ultrasonido

En la Tabla 15, se plasman los coeficientes de correlacion y los polinomios obtenidos
del DBB de fenoles totales y la actividad antioxidante (DPPHe y FRAP) mediante
extraccion de ajenjo con ultrasonido. El disefio de experimentos resulta util para
optimizar las condiciones de extraccion con ultrasonido a las cuales se debe someter
el ajenjo para lograr la mayor extraccidon de compuestos con actividad antioxidante y
fenoles totales, ya que los coeficientes de correlacion resultaron superiores al 95%

para las tres metodologias DPPH ¢, FRAP y fenoles totales.

Tabla 15. Polinomios y coeficientes de correlacidn obtenidos del disefio de experimentos Box-
Behnken para la extraccion de ajenjo con ultrasonido
Andlisis R? Polinomios

815-13.89 A+ 15.86 B-66.1 C + 0.2129 A*A - 0.406 B*B + 6.35 C*C - 0.0283

DPPH-  0.97 A*B - 0.765 A*C - 0.326 B*C
RAP 0gg 0967 +0.440 A+ 586 B -138.08 C + 0.00916 A*A - 00995 B'B + 8.276 C*C -
: 0.0089 A*B - 0.1664 A*C - 0.2833 B*C
Fenoles o oo 2803 -5.53 A+ 8.61 B -417.0 C + 0.1271 A*A - 0.267 B*B + 22.55 C*C -
totales - 0.0097 A*B -0.700 A*C + 0.134 B*C

Donde: A=Temperatura (°C), B= Tiempo (min) y C = Concentracion de muestra (g/100 g)

El andlisis de los coeficientes de regresion y diferencias significativas (Tabla 16),
mostré que la temperatura tuvo una influencia significativa en la liberacion de
compuestos fendlicos (p<0.05) en su término lineal (f4) y cuadratico (fa4), lo cual se
plasma en las Figuras 15a y 15b, obteniéndose mas de 2100 EAG/100 g a
temperaturas mayores de 60°C. De igual manera la temperatura fue significativamente

mayor en su término cuadratico (f£44) para DPPHe a p<0.001.
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Tabla 16. Coeficientes estimados de la ecuacién polindmica de segundo orden, para
fenoles totales, DPPH+ y FRAP de la extraccion de ajenjo con ultrasonido
Coeficiente de regresion

Factor Fenoles totales DPPH- FRAP
po 1006.5 344.6 193.65
Lineal
Pa 39.2d 6.5 3.33
s 9.6 4.5 7.77¢
Pc -703.92 -116.72 -202.022
Cuadratico
Laa 79.44 133.1° 5.73
o -26.7 -40.6 -9.95d
Pcc 360.82 101.7¢ 132.422
Interaccion
Bas 2.4 7.1 2.22
Pac -70¢9 -76.5¢ -16.64¢
Bsc 5.3 -13 -11.33¢

Nivel de significancia: 2p<0.0001, bp<0.001, °p<0.01, 9p<0.05

Por su parte el factor tiempo influyd significativamente en FRAP tanto en su término
lineal (Br) como cuadratico (Sss) (p<0.05), ya que a tiempos entre 15 a 25 minutos se
genera la mayor liberacién de compuestos (Figura 17a). Asi mismo se puede observar
en las Figura 15, 16 y 17, que la concentracion de muestra fue el principal parametro
que influyé en la liberacion de fenoles totales y compuestos antioxidantes (via
radicalaria y redox), teniendo un efecto significativamente alto para las tres
determinaciones tanto de manera lineal (£c) (p<0.0001) y cuadratica (Scc) (fenoles
totales y FRAP a p<0.0001 y DPPH+ a p<0.01), teniéndose a concentraciones de 2%,

la mayor liberaciéon de compuestos.

En las Figuras 15b, 16b y 17b se percibe, que la interaccién entre la temperatura y la
muestra (Sac), generd un efecto significativo tanto para fenoles totales (p<0.05), asi
como para DPPH- y FRAP (p<0.01), siendo al aumentar la temperatura mas de 50°C
y utilizando poca concentracién de muestra se generan los mayores valores. Este
comportamiento es similar al obtenido por Aybastier, Isik, Sahin y Demir (2013) y Sahin
et al., (2013) en donde se optimizo la extraccion con ultrasonido de ajenjo y hojas de
mora azul respectivamente, obteniéndose niveles superiores de fenoles totales, al

incrementar la temperatura y reducir la concentraciéon de muestra.
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Algunos autores han reportado la eficiencia de utilizar altas temperaturas en la
extraccién con ultrasonido, este efecto se ha justificado por un aumento en el numero
de burbujas de cavitacién y en el area de contacto sdlido-solvente mas grande,
mejorando de la difusividad del solvente, con la mejora consiguiente de la desorcién y
la solubilidad de los compuestos de interés (Esclapez, Garcia-Pérez, Mulet y Carcel,
2011; Palma y Barroso, 2002; Sahin et al., 2013; Shirsath, Sonawe y Gogate, 2012;
Zhang et al., 2008).
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Sin embargo, este efecto disminuye cuando la temperatura esta cerca del punto de
ebullicién del solvente lo cual podrian también afectar la actividad de los extractos
debido a la degradacién y pérdida de los compuestos fendlicos o que puedan
reaccionar con otros componentes del material vegetal (Dorta, Lobo y Gonzalez, 2012;
Esclapez et al., 2011; Palma y Barroso, 2002; Yap et al., 2009; Zhang et al., 2008).
Estas condiciones permitieron, en su conjunto, obtener los mejores niveles de
solubilidad, selectividad, estabilidad y accesibilidad del solvente hacia los compuestos

antioxidantes.
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Figura 16. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra,
c) Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por DPPHe, obtenida de la extraccién de
ajenjo con ultrasonido
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También se puede observar en la Figura 17c, el efecto significativo (p<0.05) que tuvo
la interaccién tiempo-muestra (Ssc) sobre la actividad antioxidante determinada por
FRAP, obteniéndose valores superiores a 500 mg EFe?*/100 g de muestra a menor

concentracion de muestra y mayor tiempo de exposicion.
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Figura 17. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra,
c) Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por FRAP, obtenida de la extraccién de ajenjo
con ultrasonido

7.1.3.3 Optimizacion de las condiciones de extracciéon de ajenjo con ultrasonido

y validaciéon del modelo

Una vez obtenido el punto 6ptimo se llevo a cabo la reproducibilidad la cual se realizé
por triplicado, bajo condiciones éptimas de 70°C de temperatura, 15 minutos y 2% de
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muestra. Se realizé la comparacion de los valores predichos y experimentales (Tabla
17), correspondientes a fenoles totales y actividad antioxidante de la extraccion de
ajenjo con ultrasonido. De acuerdo al analisis estadistico, no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) entre los valores predichos y el experimentales de fenoles
totales, DPPH+ y FRAP, lo cual indica que los modelos formulados en el presente

estudio permiten predecir con precision los valores experimentales y ser reproducibles

Tabla 17. Valores 6ptimos predichos y experimentales,
de la extraccion de ajenjo con ultrasonido

Analisis Valor predicho Valor
experimental
Fenoles totales
(mg EAG/100 g) 2301.3 2299.3+8.6
DPPH-
(mg ET/100 g) 8194 818.2+4.8
FRAP 553.3 551.6+3.8

(mg EFe?*/100 g)

7.1.3.4 Correlacion entre fenoles totales y actividad antioxidante medida por

DPPHe- y FRAP de extractos ultrasonicados de ajenjo

Para tener una idea del mecanismo de accion de los antioxidantes se deben establecer
correlaciones entre el contenido de fenoles y los diversos ensayos antioxidantes (Mesa
et al., 2015). La correlacion entre la actividad antioxidante medida por DPPH« y fenoles
totales fue de R?=0.6541 (Figura 18a), expresada en un 65.41% la concentracion de
fenoles contra la actividad antioxidante. Mientras que la regresién lineal entre FRAP y
fenoles totales describe fuertemente en un 98.12% (R?=0.9812) el fenédmeno oxidativo
(Figura 18b); de tal manera que la mayoria de los compuestos fendlicos contenidos en
los extractos ultrasonicados de ajenjo, se expresan muy bien como agentes reductores
que reaccionan fundamentalmente mediante un mecanismo de transferencia de

electrones.
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Figura 18. Correlacién entre fenoles totales vs a) DPPH« y b) FRAP de la extraccion de ajenjo con
ultrasonido

7.1.4 Extraccion de aranthé con ultrasonido

7.1.4. Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH* y FRAP

de extractos ultrasonicados de aranthé

En la Tabla 18, se plasman los resultados de la liberacion de compuestos fenoles y
antioxidantes de la extraccion de aranthé con ultrasonido a partir de los 15
experimentos obtenidos del DBB. Los resultados de fenoles totales oscilaron entre
1257.7 y 2971 mg EAG/ 100 g, mientras que la actividad antioxidante de los extractos
analizados con la metodologia DPPH-«, oscild entre 292.4 y 1215.8 mg ET/100 g para
ambas determinaciones el valor mas alto, se obtuvo con una concentracion de muestra

al 2%, manteniéndose a una temperatura de 70° C, durante 15 minutos, lo cual se
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relaciona a lo obtenido por Xu et al., (2017), en donde observaron que al aumentar el
tiempo de sonicacion de Limonium sinuatum por encima de los 15 minutos habia una
degradacion de los compuestos. Para la capacidad antioxidante determinada mediante
la metodologia la FRAP los valores mas altos fueron 553.2 y 633.6 mg EFe?*/ 100g
obteniéndose con 2% de muestra ambos, pero con una temperatura de 45y 70°C, asi
como una exposiciéon de 5y 15 minutos respectivamente. La temperatura fue un factor
importante en la liberacion de compuestos, lo cual se ha descrito por otros autores,
quienes al incrementar la temperatura mejora la extraccion de compuestos (Garcia et
al., 2015; Rodriguez, Franco, Sanchez, Zapata y Vazquez, 2014; Turkmen, Sari y
Velioglu, 2006; Yang et al., 2009).

Tabla 18. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP
en extractos acuosos de aranthé mediante extraccidn con ultrasonido
Fenoles totales DPPH- FRAP
(mg EAG/100g) (mg ET/100g) (mg EFe?*/100 g)

Temperatura Tiempo  Muestra

(°C) (min) ~ (9/1009)  “yedgia  SD  Media SD  Media  SD
45 15 6 1257.7 57 7054 19 1666 3.
45 15 6 12584 86 7087 95 1650 14
45 15 6 12613 64 7054 19 1656 2.5
45 5 10 20717 11 5087 34 1099 1.1
70 15 2 29710 23 12158 96 5532 2.4
70 15 10 21876 52 5067 07 1352 14
20 15 10 18451 0.9 4476 18 1328 25
70 5 6 1684.6 19 2024 22 1499 11
45 5 2 25564 47 6694 86 6336 2.4
45 25 10 20199 53 5065 34 1111 1A
20 5 6 1616.8 96 6434 101 1829 06
45 25 2 1887.0 57 9687 53 5422 33
70 25 6 19081 1.9 5745 54  219.8 2.2
20 15 2 19100 2.3 8489 7.8 4765 58
20 25 6 13801 48 7155 77 1643 1.0

(n=3 = SD: Desviacion estandar)

En cuanto al tiempo de sonicacion se vio que los mayores valores para las tres técnicas
se obtuvieron a no mas de 15 minutos, esto se debe a que el ultrasonido permite
mayores rendimientos de extraccidon en periodos mas cortos de tiempo y en cambio un
tiempo mayor con ultrasonido podria inducir a la degradacion de compuestos debido
al colapso asimétrico continuo de las microburbujas (Prakash, Manikandan,

Thirugnanasambandham, Vigna y Dinesh, 2013; Ying, Han, Li, 2011;).
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Existe evidencia en un estudio con extractos de romero (Rosmarinus oficinalis) que
sugiere que la mayoria de los compuestos antioxidantes y fendlicos son extraidos a

los 15 minutos de sonicacion (Albu, Joyce, Paniwnyk, Lorimer, Mason, 2004).

7.1.4.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de aranthé a partir de extraccion con

ultrasonido

La Tabla 19, muestra los polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del DBB
de fenoles totales y la actividad antioxidante determinada por DPPH- y FRAP, de la
extraccion con ultrasonido de aranthd. En relacion a los coeficientes de correlacion
determinados en los polinomios, fueron superiores a 95% para las FRAP y fenoles
totales, mientras que para DPPH-« fue mayor al 90%, lo que indican que es factible
utilizar este disefio de experimentos para optimizar las condiciones fisicas de
extraccion con ultrasonido de compuestos con propiedades antioxidantes presentes

en D. bicolor.

Tabla 19. Polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del disefio de experimentos Box-
Behnken para los extractos de aranthé ultrasonicados

Analisis R? Polinomios

Fenoles 0.95 4095-209A-97.1B-560.4 C + 0.386 A*A + 1.468 B*B + 45.49 C*C +
totales 0.460 A*B -1.796 A*C + 3.86 B*C

DPPH- 0.91 497 +54 A +462B-495C-0.047 A*A-1.207 B*B + 4.85 C*C + 0.210

A*B - 0.769 A*C -1.88 B*C
0.98 928 +1.11 A-13.68B -177.2 C - 0.0090 A*A + 0.191 B*B + 10.27 C*C +
0.0885 A*B - 0.186 A*C + 0.579 B*C
Donde: A=Temperatura (°C), B= Tiempo (min) y C = Concentracion de muestra (g/100 g)

FRAP

En la Tabla 20, se muestran los coeficientes de regresion y diferencias significativas
obtenidos de la ecuacion polindbmica, se consideran que influyen de manera
estadisticamente significativa sobre la respuesta aquellos con un nivel de confianza
del 95%.
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Tabla 20. Coeficientes estimados de la ecuacién polindmica de segundo orden, para
fenoles totales, DPPH+ y FRAP de la extraccién de aranthé con ultrasonido
Coeficiente de regresion

Factor Fenoles totales DPPH- FRAP
Bo 1259 706.5 165.7
Lineal
L4 249.9¢ -8.3 12.7
s -91.8 81.4 -4.8
Bc -150¢ -216.79 -214.62
Cuadratico
Laa 241 .5¢ -29.3 -5.6
Psr 146.8 -120.7 19.1
Bec 727.8° 77.6 164.32
Interaccion
Lar 115.1 52.5 22.1
Pac 179.6 -76.9 -18.6
Lsc 154.4 -75.4 23.1

Nivel de significancia: 2p<0.0001, bp<0.001, °p<0.01, 9p<0.05

El factor temperatura influyé significativamente en la liberacion de compuestos
fendlicos en su término lineal (S4) y cuadratico (£44) (p<0.05), lo cual se puede observar
en los graficos de contorno de la Figuras 19a y 19b, donde se liberaron mas

compuestos a mayores temperaturas.
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Figura 19. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra,
c) Tiempo*Muestra, sobre el contenido de fenoles totales, obtenido de la extraccion de arantho
con ultrasonido

En cuanto al factor muestra, influy6 significativamente en su término lineal (fc) en la
liberaciéon de compuestos fendlicos y DPPH+ (p<0.05), asi como mostré6 una mayor
influencia en la determinacién FRAP tanto linealmente como cuadratica a p<0.0001
Siendo innecesario una gran cantidad de muestra, ya que concentraciones de muestra
de 2% permitieron la mayor liberacion de compuestos (Figura 19, 20y 21). Por su parte
el factor tiempo, asi como las interacciones entre factores no mostraron influir

significativamente en la extraccion.
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Figura 20. Gréficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra,
c) Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por DPPHe, obtenida de la extraccion de
aranthé con ultrasonido
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Figura 21. Graficos de contorno del efecto de a) Temperatura*Tiempo, b) Temperatura*Muestra,
c) Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por FRAP, obtenida de la extraccion de
aranthé con ultrasonido

7.1.4.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion de aranthé con

ultrasonido y validacion del modelo

Para obtener los valores éptimos en las tres metodologias empleadas, (fenoles totales,
DPPH- y FRAP), en la extraccion de aranthd con ultrasonido, se deben exponer los
extractos de ajenjo a 70°C, durante 15 minutos con una concentracién de muestra de
2%. Al comparar los valores predictivos y experimentales resultantes de la
(p>0.05)

representando valores similares, lo cual permite validar el modelo y que los valores

optimizacibn no se encontraron diferencias significativas entre si

experimentales sean reproducibles (Tabla 21).
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Tabla 21. Valores 6ptimos predichos y experimentales, de la
extraccion con ultrasonido de aranthé

Analisis Valor predicho Valor
experimental
Fenoles totales
(mg EAG/100 g) 2973.4 2971.0+2.3
DPPH-
(mg ET/100 g) 1215.9 1215.8+9.6
FRAP 554.9 553.2+2.4

(mg EFe?*/100 g)

7.1.4.4 Correlacion entre fenoles totales y actividad antioxidante medida por

DPPH- y FRAP de extractos ultrasonicados de aranthé

En los ultimos anos, la identificacion de compuestos fendlicos de extractos de
diferentes plantas se ha convertido en un area importante de la investigacién en salud,
relacionada con la nutricion, debido a sus potentes propiedades antioxidantes, su
abundancia en la dieta y efectos en la prevencidn de diversas enfermedades asociadas
al estrés oxidativo (Dai y Mumper, 2010). La Figura 22, se muestra la correlacion entre
la actividad antioxidante medida por DPPH-y FRAP en relacién al contenido de fenoles
totales. Para la capacidad antioxidante determinada por el método DPPH- se obtuvo
una R?=0.104 (Figura 22a) y para el método FRAP fue R?: 0.3627 (Figura 22b), lo cual
indicaria que después de haber expuesto los extractos acuosos de arantho a
ultrasonido disminuye el predominio de compuestos antioxidantes de tipo fendlico,
pudiendo provenir esta actividad antioxidante de la presencia de otros metabolitos
antioxidantes como vitaminas y alcaloides, entre otros (Gutiérrez, Pino y Cuesta,
2011).
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Figura 22. Correlacion entre fenoles totales vs a) DPPH+ y b) FRAP de la extraccion de aranthé con
ultrasonido

7.1.5 Extraccion de ajenjo con microondas

7.1.5.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+* y FRAP

de la extraccién de ajenjo con microondas

Tras la realizacién de las determinaciones de fenoles totales y actividad antioxidante
en los 15 experimentos obtenidos del DBB, de la extraccion de ajenjo con microondas,
los resultados se muestran en la Tabla 22. Todos los extractos analizados mediante
DPPHe+ mostraron valores de 399-930.7 mg ET/100 g. Los valores mas altos (884.2 y
942.5 mg ET/100 g) se obtuvieron bajo condiciones de 2% de muestra, extraidos a 40

y 30% de potencia durante 1.5 y 2 minutos, respectivamente.
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Tabla 22. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP
en extractos acuosos de ajenjo mediante extraccion con microondas
Fenoles totales DPPH- FRAP
(mg EAG/100g) (mg ET/100g) (mg EFe®/100 g)

Potencia  Tiempo Muestra

(%) (min) ~ (9/1009)  “\jegia  SD  Media SD  Media  SD
30 2 2 24393 2.9 9425 43 6127 49
20 15 10 6341 23 3990 18 1159 14
20 1 6 10575 2.9 4754 23 1648 14
40 15 10 6843 25 5000 35 1342 08
20 2 6 10541 19 4663 140 1813 14
30 2 10 6707 14 4890 25 1172 09
40 15 2 23900 86 8842 68 6741 48
40 2 6 10391 74 5886 08 2045 08
30 15 6 10563 2.8 5038 07 2002 18
30 15 6 10581 24 4970 38 1999 05
30 15 6 10561 1.0 4997 55 1997 1.9
30 1 2 20029 29 7209 29 5391 25
20 15 2 21202 29 7676 23 5320 19
40 1 6 10323 62 5444 34 1764 13
30 1 10 6400 49 4014 30 1099 04

(n=3 = SD: Desviacion estandar)

Respecto al contenido de compuestos antioxidantes de los extractos determinados por
FRAP, los valores se encontraron entre 109.9 y 674.1 mg EFe?*/100 g. El valor mas
alto correspondidé al extracto obtenido a 40° C durante 1.5 minutos, con una
concentracion de muestra de 2%, siendo estas condiciones las mismas con las cuales
se obtuvo el segundo valor mas alto de compuestos antioxidantes determinados por la
técnica DPPHe, lo que podria indicar que el incremento de la temperatura favorece la

liberacion de compuestos que pueden llevar a cabo reacciones de oxido-reduccion.

Al analizar la actividad antioxidante de los extractos mediante la determinacion de
fenoles totales, el valor mas alto fue de 2439.3 mg EAG/100 g, el cual se obtuvo bajo
las mismas condiciones del valor mas alto para la técnica DPPHe, a 30% de potencia,
durante 2 minutos con 2% de muestra. En contraste a esto en un estudio realizado por
Ballard et al., (2010) encontraron que aplicar una mayor potencia de microondas por
un corto tiempo puede ser la forma mas efectiva para extraer compuestos fendlicos de
vegetales usando microondas, ya que la prolongacion del tiempo de irradiacion con

una mayor potencia de microondas puede conducir a la generacion térmica y por ende
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a la degradacion de los fenoles; por lo cual la potencia debe elegirse correctamente
para evitar temperatura excesiva, lo que podria conducir a la degradacion y

sobrepresion del soluto dentro del recipiente (Mandal, Mohan y Hemaltha, 2007).

7.1.5.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de ajenjo a partir de extraccion con

microondas

Los coeficientes de regresion obtenidos del DBB de la actividad antioxidante mediante
extraccion de ajenjo con microondas, dieron resultados mayores a 95% para todos los
métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante, por lo cual este disefio
de experimento resulta apropiado para optimizar las condiciones de extraccién con
ultrasonido de compuestos antioxidantes y fenoles totales de ajenjo (Tabla 23).

Tabla 23. Polinomios y coeficientes de correlacidon obtenidos del disefio de experimentos Box-
Behnken para la extraccién de ajenjo con microondas

Analsis R2 Polinomios
Fenoles 2061+ 9.7 A+ 585 B - 378.6 C + 0.014 A*A — 50 B*B + 25.07 C*C + 0.51 A*B
totales 09 -1.32 A*C - 54.3 B*C

924-45A-3B-1169C +0.104 A*A+ 326 B'B + 7.95 C*C + 2.66 A*B -
0.097 A*C - 15.3 B*C
FRAP 0.99 452 + 591 A+285B-146.0 C + 0.003 A*A - 73.9 B*B + 10.204 C*C + 0.58
A*B - 0.759 A*C - 8.28 B*C

DPPH- 0.98

Donde: A=Potencia (°C), B= Tiempo (min) y C = Concentracién de muestra (g/100 g)

El analisis de coeficientes de regresion, y sus diferencias significativas se muestran en
la Tabla 24. Tanto el factor potencia (f4), asi como el tiempo (fs) influyeron
significativamente (p<0.05) en su forma lineal en la liberacion de compuestos
antioxidantes de via radical y de oOxido-reduccion. Lo cual es evidenciado por los
graficos de contorno de las Figuras 24a y 25a, en donde a potencias mayores a 35%,
asi como un tiempo mayor de 1.5 minutos se genera una mayor liberacion de estos
compuestos. Lo cual concuerda con lo encontrado por Yoeh, Shiy Langrish (2008), en

donde la extraccidon de los componentes aumento gradualmente con el incremento del
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tiempo de extraccién. Este factor fue clave en la extraccion de compuestos
antioxidantes al utilizar el microondas, por lo cual es necesario seleccionar un tiempo
de irradiacion adecuado para asegurar la maxima extraccion, ya que una exposicion
excesiva en el campo de microondas puede causar la degradacion de los mismos
(Prakash, Sivakumar, Thirugnanasambandham y Sridhar, 2013; Xianzhe, Fangping,
Chenghai y Xiangwen, 2011).

Tabla 24. Coeficientes estimados de la ecuacion polindmica de segundo orden, para
fenoles totales, DPPH+ y FRAP de la extraccién de ajenjo con microondas
Coeficiente de regresion

Factor Fenoles totales DPPH: FRAP
Po 1056.9 500.2 199.9
Lineal
L 33.0 51.19 24.124
L5 62.2 41.6¢ 15.68¢
Bc -749.92 -189.32 -234.81°
Cuadratico
Las 1.4 10.4 0.3
Psr -12.5 8.1 -18.5
Pecc 401.1°@ 127.2¢ 163.32
Interaccion
Pas 2.5 13.3 29
Lac -52.6 -3.9 -30.4¢
Psc -108.7¢ -30.5 -16.6

Nivel de significancia: 2p<0.0001, bp<0.001, ¢p<0.01, 9p<0.05

Para las tres determinaciones la concentracion de muestra influyd de manera
altamente significativa a p<0.0001 en forma lineal (Bc), asi como cuadratica (fcc) a
excepcion para DPPHe (p<0.001). Mostrando la misma tendencia que con los métodos
de extraccion anteriores, a menor concentracion de muestra se obtiene una mayor
liberacion de compuestos antioxidantes y fendlicos (Figura 23, 24 y 25). Lo cual
probablemente se debid al hecho de que el volumen de disolvente de extraccion es
mayor, lo que causa un hinchamiento excesivo de la muestra y se absorben las
microondas directamente por los tejidos de la planta, provocando que las paredes
celulares se rompan, facilitando la liberacion de los compuestos antioxidantes en el
medio circundante (Guo et al., 2001b; Prakash et al., 2013).
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Figura 23. Graficos de contorno del efecto de a) Potencia*Tiempo, b) Potencia*Muestra, c)
Tiempo*Muestra, sobre el contenido de fenoles totales, obtenido de la extraccién de ajenjo con
microondas

Al interactuar el tiempo con la concentracibn de muestra (fsc), generd impacto
significativo (p<0.05) en la liberacion de fenoles totales, teniéndose una mayor
liberacion al aumentar gradualmente el tiempo de exposicion y utilizar poca cantidad
de muestra. Asi mismo la potencia en conjunto con el factor muestra (fac), tuvieron un
efecto significativo (p<0.05) sobre FRAP, lo cual se evidencia en la Figura 25b, donde
a una potencia mayor 30% y a 2% de muestra se obtienen mas de 600 Fe?*/100 g de
muestra. Cabe destacar que al aumentar simultaneamente la potencia y el tiempo de

extraccion se aumenta la temperatura del extracto acuoso.
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Contour Plot of mg EFe5+/100 g vs Tiempo, Potencia
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Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por FRAP, obtenida de la extraccion de ajenjo

con microondas

7.1.5.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion de ajenjo con microondas

y validacién del modelo

Se procede a optimizar la respuesta final maximizando los resultados de los tres
parametros a analizar. Para obtener los valores 6ptimos en las tres metodologias
empleadas, (fenoles totales, DPPH+ y FRAP), la extraccion de ajenjo con microondas
se debe realizar bajo condiciones de 40% de potencia, durante 2 minutos a una

concentracion de muestra de 2%.

Se realizd la extraccion bajo las condiciones antes sefialadas, y se compararon los
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valores predichos y experimentales (Tabla 25), para asi validar el modelo. En ninguna
de las tres metodologias se observan diferencias significativas (p>0.05) entre el valor
estimado y el valor experimental, indicando que los modelos formulados son
adecuados para optimizar la extraccién de ajenjo con microondas, asi como la

reproducibilidad de los valores experimentales.

Tabla 25. Valores 6ptimos predichos y experimentales,
de la extraccion de ajenjo con microondas

Analisis Valor predicho Valor
experimental
Fenoles totales
(mg EAG/100 g) 2468.5 2467.4+2.9
DPPH-
(mg ET/100 g) 932.3 930.7t4.3
FRAP 670.4 671.8+4.8

(mg EFe?*/100 g)

7.1.5.4 Correlaciéon entre fenoles totales y la actividad antioxidante medida por

DPPH- y FRAP de la extraccion con microondas de ajenjo

La correlacion entre los compuestos antioxidantes de via radical y fenoles totales fue
de R?=0.9293 (Figura 26a), mientras que la correlacién entre los compuestos
antioxidantes determinados por FRAP y fenoles fue de R?=0.9766 (Figura 26b), lo cual
expresa que mas del 90% de la actividad antioxidante resultante de la extraccién con

microondas de ajenjo proviene de compuestos fendlicos.
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Figura 26. Correlacién entre fenoles totales vs a) DPPHe« y b) FRAP de la extraccion de ajenjo con
microondas

7.1.6 Extraccion de aranthé con microondas

7.1.6.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+* y FRAP

de la extraccion de aranthoé con microondas

Se muestra en la Tabla 26, los resultados de fenoles totales y la actividad antioxidante
determinada por las metodologias DPPH+, FRAP, de la extraccion de aranth6é con
microondas. Los compuestos antioxidantes medidos por DPPHe, oscilaron entre 518 y
1514 mg ET/100 g, obteniéndose el valor mas alto a partir de 2% muestra, extraido a
30% de potencia durante 2 minutos. Por lo que respecta a la capacidad antioxidante
de los extractos determinada por FRAP, se mostraron valores de 129 a 733.3 mg

EFe?*/100 g. Mientras que para fenoles totales los valores fueron de 712.3 a 3280.4
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mg EAG/ 100 g. El valor mas alto para ambas determinaciones se obtuvo utilizando

2% de muestra, 30% de potencia y 1 minuto de duracion.

Estos resultados coinciden con lo obtenido por Dahnoune et al., (2014) en donde se
generd un incremento de la extraccidon de compuestos antioxidantes de hojas de
Pistacia lentiscus durante 1 minuto de exposicion, teniendo una reduccion significativa
después de los 2 minutos. Diversos autores reportan que el tiempo 6ptimo de
exposicion en microondas va de 0.5 - 1 minuto (Ballard et al., 2010; Dahmoune et al.,
2015; Hayat et al., 2009).

Tabla 26. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP
en extractos acuosos de aranthd mediante extraccion con microondas

_ Tiempo  Muestra Fenoles totales DPPH- FR;AP

Potencia (min) g/100 g (mg EAG/100g) (Trolox/100 g) (mg EFe**/100 g)
Media SD Media SD Media SD

30 2 2 3152.7 2.4 15148 9.0 631.9 1.7
20 1.5 10 693.6 5.6 519.4 0.5 134.4 1.3
20 1 6 1135.1 3.9 748.9 1.0 212.1 3.9
40 1.5 10 715.6 6.2 522.0 0.5 129.0 1.3
20 2 6 1103.0 4.7 812.5 1.3 213.8 0.7
30 2 10 712.3 3.7 520.6 0.8 130.8 1.1
40 1.5 2 2879.0 8.6 14016 5.2 623.1 5.8
40 2 6 1226.6 5.8 841.5 3.9 215.1 0.8
30 1.5 6 1132.8 5.8 812.6 2.6 261.0 0.6
30 1.5 6 1139.2 4.4 771.2 1.7 263.2 1.8
30 1.5 6 1134.9 0.3 812.6 2.6 261.0 0.6
30 1 2 3280.4 5.8 1354.0 1.2 733.3 3.6
20 1.5 2 3217.2 29 1163.2 5.5 707.8 1.8
40 1 6 1224.5 8.6 802.7 4.9 254.9 04
30 1 10 719.6 2.8 518.0 0.3 129.7 0.9

(n=3 £ SD: Desviacion estandar)

7.1.6.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de aranthé a partir de extraccion con

microondas

La Tabla 27, muestra los polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del DBB
de fenoles totales y la actividad antioxidante determinada por DPPH- y FRAP, de la

extraccion de aranthd con microondas. Los coeficientes de relacion determinados en
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los polinomios, presentaron una R?=0.99 para todas las metodologias utilizadas para
determinar antioxidantes y fenoles totales, lo cual indica que es factible optimizar las
condiciones de extraccion con microondas a las cuales se debe someter el aranthd

para lograr la mayor extracciéon de compuestos antioxidantes y fendlicos.

Tabla 27. Polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del disefio de experimentos
Box-Behnken para la extraccion de aranthé con microondas

Andlisis R? Polinomios
Fenoles 0.99 5727 -1.4 A—-942 B -968.4 C - 0.266 A*A + 253 B*B + 47.96 C*C + 1.71 A*B
totales ) +2.25A*C +15.0B*C
DPPH- 0.99 1044 + 36.6 A—245B -135.3C -0.364 A*A + 156 B*B + 8.70 C*C - 1.24 A*B -
) 1.474 A*C - 19.8 B*C
FRAP 0.99 868 + 13.25A + 131 B -221.7 C-0.228 A*A -59.9 B*B + 9.980 C*C - 2.07 A*B
) +0.496 A*C + 12.81 B*C

Donde: A=Potencia (°C), B= Tiempo (min) y C = Concentracion de muestra (g/100 g)

En la Tabla 28, se plasman el analisis de regresion de los datos experimentales, los
resultados indican que el factor muestra tuvo un efecto significativamente alto en las
tres determinaciones en su término lineal (fc) y cuadratico (fcc) (p<0.0001), teniendo
el mismo comportamiento que en ajenjo, donde a menor concentracion de muestra,

mayor liberacién de compuestos (Figura 27, 28 y 29).

Tabla 28. Coeficientes estimados de la ecuacién polinébmica de segundo orden, para
fenoles totales, DPPH« y FRAP de la extraccion de aranthd con microondas
Coeficiente de regresion

Factor

Fenoles totales DPPH- FRAP
Po 1135.6 760.4 261.7
Lineal

La -12.9 40.5 -5-76

s -20.6 32.89 -17.30¢9

e -12112 -419.62 -271.502
Cuadratico

Laa -26.6 -17.5 -22.8

Psr 63.3 59.5 -15

Pec 767.3a 158.7°2 159.72
Interaccion

Las 8.5 -6.2 -10.4

Pac 90.1 -59.0 19.8

Lsc 30.1 -38.84 25.64

Nivel de significancia: 2p<0.0001, ®p<0.001, °p<0.01, 9p<0.05
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La actividad antioxidante determinada por DPPH+ y FRAP, tuvieron una influencia
significativa por parte del factor tiempo (Ss) a p<0.05, asi como al interactuar el tiempo
con la concentracion de muestra (Ssc) genera un efecto en dichas determinaciones, lo
cual se puede observar en las Figuras 28c y 29c. En el caso de DPPHe, al exponer
durante 1.8 a 2 minutos los extractos utilizando 2% de concentracion se tiene la mayor
liberacién de compuestos (Figura 28c), mientras que para FRAP en tiempos de 1 a 1.2
minutos con la misma concentracion (Figuras 29c). En este caso, segun Camel, (2001)
cuando el microondas se usa para extraccion, el agua es un parametro clave ya que
las microondas interactuan con las moléculas de agua presentes en las glandulas
celulares y vasculares de la matriz biolégica de la planta, lo que lleva a un rapido
calentamiento y aumento de la temperatura en un corto periodo de tiempo.
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Figura 27. Graficos de contorno del efecto de a) Potencia*Tiempo, b) Potencia*Muestra, c)
Tiempo*Muestra, sobre el contenido de fenoles totales, obtenido de la extraccién de aranth6 con
microondas
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A pesar que la potencia no influy6 significativamente en la liberacion de fenoles y en
compuestos antioxidantes en la extraccion asistida por microondas, la potencia de
microondas es una de las variables clave que afecta la liberacion de fenoles de
diferentes matrices mediante la ruptura de la celda de la pared, asi como también tiene
la capacidad de modificar el equilibrio y las condiciones de transferencia de masa

durante la extraccion (Dahmoune, Nayak, Moussi, Remimi y Madani, 2015).
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Tiempo*Muestra, sobre la actividad antioxidante por FRAP, obtenida de la extraccion de aranthé

con microondas

7.1.6.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion de aranthé con

microondas y validaciéon del modelo

El modelo obtenido a partir de los resultados del DBB para la extraccion de arantho
con microondas, se sometid a un procedimiento de optimizacion. Las condiciones
optimas propuestas para la extraccion fueron: 30% de potencia; 2 minuto; 2% de
concentracion de muestra. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre
los valores predichos y experimentales de compuestos fendlicos y antioxidantes (Tabla
29), lo que permite validar el modelo y ser adecuado para obtener los mejores valores

de temperatura, tiempo y muestra para la extraccién de aranthd con microondas
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Tabla 29. Valores 6ptimos predichos y experimentales, de la extraccion de aranthé con

microondas
Analisis Valor predicho  Valor experimental
Fenoles totales
(mg EAG/100 g) 3282.3 3280.4+5.8
DPPH-
(mg ET/100 g) 1516.2 1514.8+9.0
FRAP 730.9 733.3:3.6

(mg EFe?*/100 g)

7.1.6.4 Correlacion entre fenoles totales y la actividad antioxidante medida por

DPPH- y FRAP de la extraccion de aranthé con microondas

Para conocer si la actividad antioxidante (via radicalaria y 6xido-reduccion) de la
extraccion de aranthd con microondas, provenia de compuestos fendlicos, se
determind la correlacion existente entre ambos (Figura 30). Para la capacidad
antioxidante medida por DPPH+, se obtuvo una R?=0.9066 (Figura 30a), lo cual
expresa que el 90.66% de la capacidad antioxidante de los extractos podria ser debido
a la presencia de fenoles. La actividad antioxidante obtenida via 6xido-reduccion y el
contenido de fenoles totales, dio un valor de R?=0.9887 (Figura 30b). Lo cual podria
significar que la extraccién de microondas genera una mayor liberacion de compuestos
fendlicos con propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores,
donadores de hidrogenos y estabilizadores de radicales oxigenados (Rice-Evans,
Miller, Bolwell, Bramley y Pridham, 1995; Pardo et al., 2005; Sokmen et al., 2005).
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Figura 30. Correlacion entre fenoles totales vs a) DPPH- y b) FRAP de la extraccion de aranthé con
microondas

7.2 Obtencion de extractos acuosos de ajenjo y aranthé por medio de un diseio

de experimentos compuesto centrado

7.2.1 Extraccion de ajenjo con prensa francesa

7.2.1.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+* y FRAP

de la extraccién de ajenjo con prensa francesa

A partir del disefio de experimentos compuestos centrado se obtuvieron 13
experimentos, de los cuales se cuantificaron compuestos fendlicos y antioxidantes
(DPPH- y FRAP) presentes en los extractos de ajenjo al utilizar la prensa francesa
como método de extraccion, tales resultados se presentan en la Tabla 30. Los

extractos acuosos analizados mediante la determinacion de fenoles totales se
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presentaron desde 732.5 a 12119.3 mg EAG/ 100 g. En cuanto a DPPH- oscilaron
entre 398.2 y 4338.1 mg ET/100 g. Asi mismo la actividad antioxidante determinada
por FRAP se obtuvieron valores de 129.4 a 2894.2 mg EFe?*/100 g.

Tabla 30. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP
en extractos acuosos de ajenjo mediante extraccién con prensa francesa
Tiempo Muestra Fenoles totales DPPH- FRAP
(min) (g/100 g) (mg EAG/100g) (mgET/100g) (mg EFe?*/100 g)
Media SD Media SD Media SD

0.75736 6 1304.4 3.4 718.8 25 2121 0.2
5 11.6569 732.5 1.5 439.7 1.2 163.6 0.4
5 6 1334.8 5.7 849.0 1.4 229.7 0.7
2 2 2887.8 16.5 2150.3 3.9 665.5 4.9
5 6 1276.4 1.6 833.3 0.4 247.2 0.5
5 0.3431 12199.3 411 43381 46.3 2894.2 10.5
9.24264 6 1347.0 3.1 840.8 1.8 253.2 0.4
5 6 1389.6 3.3 835.9 0.8 211.7 1.3
8 2 2652.8 122 11275 4.2 693.3 3.6
8 10 877.8 3.5 506.9 0.7 157.1 1.0
5 6 1328.4 3.3 601.9 1.5 231.6 1.0
2 10 863.9 7.0 494.5 1.3 1294 0.8
5 6 994.3 3.3 398.2 4.3 199.7 0.8

(n=3+SD: Desviacion estandar)

Se observd que bajo condiciones de 5 minutos de exposicion y 0.3431% de muestra
se obtuvieron los valores mas altos para las 3 determinaciones, asi mismo. El tiempo
de extraccion coincide con lo reportado por Pérez, Caemmerer, Paz de PefAa, Cid,
Kroh (2010), como tiempo 6ptimo de la extraccion de antioxidantes al utilizar la prensa

francesa.

Varios grupos de investigacion han estudiado hasta ahora la influencia del tiempo de
preparacion y la relacién de agua en la extraccion de los constituyentes del café
mostrando que la mayoria de los compuestos se extraen en los primeros segundos del
proceso de extraccion aunado de la aplicacion de presion a la muestra (Alves, Aimeida,
Casal y Oliveira, 2010; Blumberg, Frank, Hofmann y 2010; Zahm y Speer, 2010).
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7.21.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de ajenjo a partir de extraccion con prensa

francesa

Los coeficientes de correlacion obtenidos a partir de los polinomios (Tabla 31) del DBB
de fenoles totales y la actividad antioxidante mediante extraccion de ajenjo con prensa
francesa determinada por DPPH+ y FRAP, fueron de 81, 84 y 85% para las tres
metodologias respectivamente, nos indica que el modelo explica mas del 80% de la
variabilidad de los resultados. Se recomienda que el R? sea de al menos 75% para
considerar la posibilidad de continuar la metodologia, de no ser asi es muy probable
que el procedimiento nos lleve por un camino errado que hara desperdiciar recursos
(Vasquez et al., 2016; Cuesta, 2017).

Tabla 31. Polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del disefio de experimentos Box-
Behnken para la extraccion de ajenjo con prensa francesa

Andlisis R? Polinomios
Fenoles totales 0.81 8540 + 505 A-2215B -54.3 A*A + 130.2 B*B + 5.2 A*B
DPPHe 0.84 4337 -64 A—-885B-10.0 A*A+44.5B*B + 21.6 A*B
FRAP 0.82 2010+ 130 A—-554 B -12.5 A*A+ 33.3 B*B - 0.0 A*B

Donde: A= Tiempo (min) y B = Concentracion de muestra (g/100 g)

De acuerdo con el coeficiente de regresion (Tabla 32), el factor muestra influyo
significativamente (p<0.05) tanto en su término lineal (£5) y cuadratico (fss) para las
tres metodologias. En la Figura 31, se muestra los graficos de contorno, en donde se
obtiene la mayor liberacion de compuestos con menor concentracion de muestra
(<2%). Tanto el tiempo como la interacciéon tiempo-muestra no mostraron un efecto

significativo en la liberacion de compuestos fendlicos y antioxidantes.
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Tabla 32. Coeficientes estimados de la ecuacion polindmica de segundo orden, para
fenoles totales, DPPH+ y FRAP de la extraccién de ajenjo con prensa francesa
Coeficiente de regresiéon

Factor Fenoles totales DPPH- FRAP
po 1265 704 224
Lineal
o7 -20 -105 14
Ls -2504° -972¢ -615°
Cuadratico
o -489 -90 -112
L 20844 713°¢ 533¢
Interaccion
Pas 62 259 -0

Nivel de significancia: 2p<0.0001, ®p<0.001, °p<0.01, 9p<0.05
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Figura 31. Gréficos de contorno del efecto de Tiempo*Muestra, sobre el contenido de a) fenoles
totales y la actividad antioxidante por a) DPPH- y ¢) FRAP, obtenida de la extraccion de ajenjo

con prensa francesa
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7.2.1.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion con prensa francesa de

ajenjo y validacion del modelo

Las condiciones Optimas para la extraccion de ajenjo con prensa francesa resultantes
del DCC fueron de 3.414 minutos a una concentracion de muestra de 0.3431%. Se
realizé la validacién experimental del modelo (Tabla 33) y se encontré que de las
muestras de ajenjo sometidas a las condiciones éptimas del proceso de extraccién con
prensa francesa se logra obtener una concentracion que comparado con el predicho

por el modelo representan valores similares, sin diferencias significativas (p>0.05).

Tabla 33. Valores 6ptimos predichos y experimentales, de la extraccion de ajenjo con
prensa francesa

Analisis Valor predicho  Valor experimental
Fenoles totales
(mg EAG/100 g) 12210.9 12209.5+41.1
DPPH-
(mg ET/100 g) 4332.4 4330.7+46.3
FRAP 2886.1 2884.6+10.5

(mg EFe?*/100 g)

7.2.1.4 Correlacion entre la actividad antioxidante medida por DPPHe y FRAP y
fenoles totales

Los extractos mostraron una adecuada correlacion entre el contenido de fenoles y su
capacidad antioxidante. Las respuestas obtenidas muestran que los compuestos
extraidos de ajenjo con prensa francesa, responsables de la actividad antioxidante son
principalmente de tipo fendlico, siendo el 93.45% por DPPHe (Figura 32a) y el 99.63%
por FRAP (Figura 32b).
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Figura 32. Correlacién entre fenoles totales vs a) DPPHe« y b) FRAP de la extraccion de ajenjo con
prensa francesa

7.2.2 Extraccion de aranthé con prensa francesa

7.2.2.1 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante por DPPH+ y FRAP

de la extraccion de aranthé con prensa francesa

Los resultados de fenoles totales y la actividad antioxidante de compuestos de via
radical y redox, de la extraccion de aranth6 con prensa francesa, se muestran en la
Tabla 34. Los valores obtenidos de compuestos antioxidantes medidos por DPPHe y
FRAP oscilaron entre 434.9 a 2128.2 mg ET/100 g y 110.8 — 1920.4 mg EFe?*/ 100g,
respectivamente. Mientras que los valores de fenoles totales estuvieron entre 652.3 —
9929.1 mg EAG/100 g.
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Se obtuvo la mayor liberacién tanto de antioxidantes por via radicalaria como de éxido-
reduccion, asi como de fenoles totales a partir de 0.3431% de muestra, durante 5

minutos.

Tabla 34. Valores de fenoles totales y actividad antioxidantes por DPPH+, FRAP
en extractos acuosos de aranthd mediante extraccion con prensa francesa

Fenoles totales DPPH- FRAP

(mg EAG/100g) (mg ET/100g) (mg EFe?*/100 g)

Media SD Media SD Media SD

Tiempo  Muestra
(min) g/100g

0.75736 6 1166.8 24 557.4 2.8 208.9 2.9
5 11.6569 652.3 5.5 434.9 1.4 110.8 1.0
5 6 1153.7 3.4 629.0 1.4 218.3 1.8
2 2 2724.8 10.3 861.8 6.5 601.7 3.6
5 6 1112.5 4.1 590.7 2.3 211.7 1.6
5 0.3431 9929.1 411 2128.2 120 1920.4 4.8
9.24264 6 1111.6 2.8 682.8 2.2 213.5 0.5
5 6 1127.9 2.8 679.0 2.2 220.5 0.8
8 2 2647.4 94 1033.8 7.0 550.1 4.9
8 10 715.3 4.6 519.1 0.6 128.2 0.5
5 6 1141.0 41 663.7 3.5 2194 2.0
2 10 684.6 24 461.2 1.4 130.3 0.4
5 6 1191.3 3.8 639.9 1.8 2179 1.1

(n=3 + SD: Desviacion estandar)

7.2.2.2 Efecto de las condiciones de extraccion sobre la liberacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de aranthé a partir de extracciéon con

prensa francesa

La Tabla 35, muestra los coeficientes de correlacion y polinomios obtenidos del disefio
de experimentos compuesto centrado para el contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante (DPPH+ y FRAP). Los coeficientes de correlaciéon determinados fueron
mayores al 85% para las tres metodologias empleadas, de manera que este disefio de
experimentos resulta util al optimizar las condiciones de extraccion de compuestos con

actividad antioxidantes y fenoles totales.
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Tabla 35. Polinomios y coeficientes de correlacion obtenidos del disefio de experimentos compuesto
centrado para la extraccion de aranthé con prensa francesa

Andlsis R? Polinomios

Fenoles totales 0.86 7186 + 407 A—-1815B -42.6 A*A+ 105.8 B*B + 2.3 A*B
DPPHe- 0.88 1506 + 107 A-288.5B -7.57 A*A + 16.41 B*B - 2.38 A*B
FRAP 0.88 1467 + 68 A-363.4B-7.6 A*A+20.86 B*B + 1.0 A*B

Donde: A= Tiempo (min) y B = Concentracion de muestra (g/100g)

Los coeficientes de regresion y diferencias significativas para cada factor se plasman
en la Tabla 36, al igual que en ajenjo el factor muestra en términos lineales y
cuadraticos genero un efecto significativo (p<0.01 y p<.0.05 respectivamente), para las
tres determinaciones.

Tabla 36. Coeficientes estimados de la ecuacién polinédmica de segundo orden, para

fenoles totales, DPPH+ y FRAP de la extraccién de aranthd con prensa francesa
Coeficiente de regresion

Factor Fenoles totales DPPH- FRAP
Po 1145 640 218
Lineal
La -16 50.9 -5.9
L5 -2136° -413.7¢ -431.6°
Cuadratico
Paa -384 .68.1 -68.4
Pss 16924 262.64 333.8¢
Interaccion
Las 27 -29 12

Nivel de significancia: 2p<0.0001, ®p<0.001, ¢p<0.01, 9p<0.05

En la Figura 33, se muestran los graficos de contorno, por lo ya mencionado la muestra
influydé significativamente, teniendo los valores mas altos, con menos de 2% de

concentracion de muestra. El tiempo no mostro influir significativamente.
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Figura 33. Graficos de contorno del efecto de Tiempo*Muestra, sobre el contenido de a) fenoles
totales y la actividad antioxidante por a) DPPH- y c) FRAP, obtenida de la extraccién de aranthé
con prensa francesa

7.2.2.3 Optimizacién de las condiciones de extraccion de aranthé con prensa

francesa y validacion del modelo

Para obtener los valores Optimos en las tres técnicas empleadas, (fenoles totales,
DPPH+ y FRAP), de la extraccidn de aranth6 con prensa francesa, se deben exponer

los extractos de ajenjo durante 5 minutos con una concentracion de muestra de

0.3431%.

Para confirmar la validez de la optimizacion se realizaron tres extracciones bajo las

condiciones antes sefialadas, y se compararon los valores predichos y experimentales

93



(Tabla 37), en ninguno de los tres casos se observan diferencias significativas (p>0.05)
entre el valor predicho y el valor experimental, lo cual indica que el modelo es

adecuado y que los valores experimentales sean reproducibles.

Tabla 37. Valores optimos predichos y experimentales, de la extraccion
de aranthd con prensa francesa

Andlisis Valor predicho  Valor experimental

Fenoles totales

e EAGI160 8 9932.3 9929.141.1
DPPH-

(mg £T100 q) 2126.9 2128.1+12.0
FRAP 1923.1 1920.4+4.8

(mg EFe?*/100 g)

7.2.2.4 Correlacion entre fenoles totales y la actividad antioxidante medida por

DPPH- y FRAP y de la extraccion de aranthé con prensa francesa

Se encontrd una relacion directa entre la actividad antioxidantes y la concentracion de
fenoles, ya que la relacion entre fenoles totales y la capacidad captadora de radicales
DPPH-, fue de R?>=0.9756 (Figura 34a), mientras que para la actividad antioxidante
determinada por el método FRAP fue de R?=0.9974 (Figura 34b), lo que significa que
entre 97 y 99% de la actividad evaluada para la extraccién de aranthd con prensa

francesa, resulta de la contribucion de los compuestos fendlicos.
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Figura 34. Correlacién entre fenoles totales vs a) DPPHe« y b) FRAP de la extraccion de aranthé con

prensa francesa

7.3 Comparacion de los métodos de extraccion

En la Tabla 38, se muestran las condiciones 6ptimas de extraccion de compuestos

fendlicos y antioxidantes (DPPH+ y FRAP) resultantes de la optimizacion de los disefios

de experimentos para los distintos métodos de extraccion (convencional, ultrasonido,

microondas y prensa francesa) de los extractos acuosos de ajenjo y aranthd. A partir

de las condiciones optimas de extraccion se compararon los métodos de extraccion, y

se realizaron las determinaciones de bioaccesibilidad in vitro.
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Tabla 38. Condiciones éptimas de extraccion

Método de Muestra
extraccion Aranthé Ajenjo
Convencional 90°C 10 min 2g/1009g 90°C 17 min 29/100g
Ultrasonido 70°C 15 min 2g/100g 70°C 15 min 2g9/100 g
Microondas 40% pot 2 min 29/100g  30% Pot. 2 min 2910049
Prensa francesa 90°C 341 min  0.34 g/100 90°C 5 min 0.34 g/100

g

Temperatura: °C, Tiempo: minutos (min), Muestra: g/100 g, Potencia: % pot

7.3.1. Comparacion de los métodos de extraccidon de ajenjo

Se realizaron las determinaciones de fenoles totales y actividad antioxidante mediante
DPPHe y FRAP por triplicado, para cada método de extraccién, los resultados se
compararon entre si, mediante un ANOVA seguido del test de Tukey (Tabla 39). Los
resultados de la actividad antioxidante obtenida de la extraccion de ajenjo utilizando
los 4 métodos de extraccion fueron estadisticamente diferentes entre si (p<0.05), a
excepcion para fenoles totales, donde no se encontraron diferencias significativas

entre la extraccidén convencional y con microondas.

Tabla 39. Fenoles totales y actividad antioxidante de extractos de ajenjo con los métodos de
extraccion optimizados

Convencional Ultrasonido Microondas Prensa francesa
Fenoles totales 2486.6+2.9° 2299.3+8.6° 2467.4+2.9° 12209.5+41.12
(mg EAG/100 g)
DPPH- 2452 .5+1.6° 818.2+4.8¢9 930.7+4.3¢ 4330.7+46.3°
(mg ET/ 100 g)
FRAP 731.16+2.9° 551.6+3.8¢ 671.8+4.8° 2884.6+10.5°2
(mg EFe?*/100
g9)

a.b,¢.d Superindices diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) entre los métodos de
extracciéon en la misma determinacion

En general se observa que al utilizar la prensa francesa como método de extraccion
se obtienen los valores mas altos, lo cual se podria deber a que el émbolo de la prensa
al ser deslizado hacia abajo genera una presion de 0.5 bar lo cual ayuda a la extraccion

impulsando al contenido intracelular a salir de la matriz sélida mas rapidamente (Gil-
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Chavez et al., 2013; Lopez et al., 2007). De esta manera, este método aumenta la
velocidad de extraccion y proporciona mejores resultados. Asi como al no aplicar
temperatura constante, los antioxidantes termolabiles se preserven (Miron, Plaza,
Bahrim, Ibanez y Herrero, 2010). Cabe destacar que la prensa francesa también

disminuyo el tiempo de extraccion en comparacion a los otros métodos (Tabla 22).

Por el contrario, al usar el ultrasonido se obtuvieron los valores mas bajos, siendo
opuesto a lo reportado por Vinatoru (2001) quien publicd una vision general de la
extraccidon de principios bioactivos de hierbas asistida por ultrasonido, mostrando que
el ultrasonido mejord los rendimientos comparados con los métodos clasicos. Tal
efecto podria atribuirse al efecto la temperatura en conjunto con la cavitacion del bano
de ultrasonido, lo que resulta en una disminucién de la viscosidad y la tension
superficial, e induce un aumento en la presion de vapor lo que hace que entren mas
vapores de solvente en la cavidad de la burbuja y numerosas burbujas de cavitacion,
que colapsaran con menos violencia y reduciran los efectos de sonicacion (Xu et al.,
2017). En contraste con la extraccion convencional donde la temperatura contribuye a

la eficiencia de extraccion (Chemat et al., 2016).

En contraste, la extraccidon convencional consiguid un mayor rendimiento en la
obtencion de compuestos antioxidantes y fenoles totales en comparacion del
ultrasonido y microondas; estos resultados se relacionan con lo obtenido por Espert,
Periche, Heredia y Castell6 (2012) y Pingret, Fabiano-Tixier y Chemat (2013) en donde
la aplicacion de ultrasonido, asi como la energia del microondas degradaron los

compuestos antioxidantes presentes en los extractos acuosos.

Los resultados obtenidos mediante la extraccibn con microondas fueron
significativamente mayores que el ultrasonido, lo cual se evidencia por los estudios
realizados por Gao y Liu, (2005) donde obtuvieron mejores resultados utilizando el
microondas, que con la técnica de ultrasonido en la extraccion de flavonoides en

Saussurea meduda, pues hubo una eficiencia 5.86 veces mayor.
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7.3.2 Comparacion de los métodos de extraccion de aranthé

De igual manera que para los extractos de ajenjo, se compararon los valores
resultantes de la optimizacién de la extraccidn compuestos antioxidantes y fendlicos
obtenidos a través de los distintos métodos de extraccién (convencional, ultrasonido,
microondas y prensa francesa) ensayados (Tabla 40). EIl ANOVA realizado para
comparar los resultados obtenidos de cada determinacion (DPPHe, FRAP y fenoles
totales) con respecto a cada método de extraccion demostro diferencias significativas

entre ellos (p<0.05).

Tabla 40. Comparacién de fenoles totales y actividad antioxidante de extractos de aranthoé utilizando
distintos métodos de extraccion.
Método de extraccion

Convencional Ultrasonido Microondas Prensa francesa
(;Z”E'A‘aé /tfég";’ 2242.7+2.99 2971.042.3°  3280.4+5.8 9929.1+41.12
DPPH: 1,521.245.7° 1215.849.6° 1514.8+9.0° 2128.1+12.02
(mg ET/ 100 g) ,521.245. .849. .8+9. A+12.
FRAP
(mg EFe?*/100 697.9+11.1¢ 553.2+2.49 733.3+3.6° 1920.4+4.82
g)

Temperatura: °C, Tiempo: minutos (min.), Concentracién de muestra: %/100 g, Potencia: % pot.
ab.c.dSyperindices diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) entre los
métodos de extraccion en la misma determinacion

Nuevamente se obtuvieron los valores mas altos utilizando la prensa francesa para
extraer los compuestos antioxidantes presentes en aranthd. La transmision
instantanea de presién a través del embolo hacia la muestra representa una gran
ventaja sobre el procesamiento térmico convencional, en adiccion a que la presion se
puede aplicar a temperatura ambiente, lo que reduce la cantidad de energia térmica
necesaria para los productos alimenticios durante el procesamiento convencional. Asi
mismo se ha visto que la presion aplicada se transmite de manera uniforme y casi
instantanea a todos los puntos del alimento, independientemente de su composicién,
tamafo y forma geométrica (Knorr, Ade-Omowaye y Heinz, 2002). En un estudio

realizado para comparar la extraccion de compuestos totales de café, la prensa
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francesa permitid la mayor extraccion de acidos grasos, en comparacion a la

extraccion convencional (Gloess et al., 2013; Oey, Lille, Van Loey y Hendrickx, 2008).

La extraccion con microondas generd valores menores que la extraccién con prensa
francesa, pero significativamente mayores que la extraccion con ultrasonido tanto para
compuestos antioxidantes (via redox y via 6xido-reduccion) y fenoles totales, asi como
para la extraccién convencional para compuestos antioxidantes determinados por
FRAP y fenoles totales. Este comportamiento fue similar al reportado por Dahmoune
et al., (2014) y Karabegovic et al., (2014) al comparar el microondas, ultrasonido y la
extraccion convencional de hojas de Pistacia lentiscus y Prunus laurocerasus
resultando un mayor contenido de compuestos fendlicos y antioxidantes con el

microondas.

La menor liberacion de compuestos antioxidantes determinados por DPPHe y FRAP,
se obtuvo al utilizar el ultrasonido, mientras que para fenoles totales el menor valor
resultd con la extraccion convencional; dichos métodos podrian afectar el tipo de
compuestos de aranthd. De igual manera se puede observar que la actividad
antioxidante determinada por la técnica de DPPHe, mostré en general valores mayores
que FRAP, con respecto al fundamento de estas técnicas, FRAP mide la capacidad de
una muestra para reducir metales, mientras que el DPPHe, mide |la capacidad de
eliminacion de radicales libres de una muestra. Desde un punto de vista mecanico, en
FRAP hay una reaccion de transferencia de un solo electron, mientras que en DPPHe
combina esta reaccion y la reaccion de transferencia de atomos de hidrégeno (Foti,
Dasquino y Geraci, 2004; Prior, Wu y Schain, 2005). Otro aspecto es su aplicabilidad,
ya que FRAP, se utiliza generalmente para medir la capacidad antioxidante de
compuestos hidréfilos, en cambio DPPHe, es el unico ensayo que se ha aplicado tanto
en extractos acuosos-organicos de alimentos vegetales como en aceites vegetales
(Cheng, Ling y Hsieh, 2007; Llorach, Témas-Barberan y Ferreres, 2014; Tuberoso,
Kowalczyk, Sarritzu y cabras, 2007), tales caracteristicas permiten medir una mayor

capacidad antioxidante en DPPHe
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La concentracidon de los antioxidantes presentes de manera natural en los alimentos
suele disminuir en gran medida por efecto del procesamiento (Flores et al., 2016). Por
ello, en la actualidad, la importancia de seleccionar otras fuentes adecuadas de
antioxidantes naturales como el ajenjo y el arantho, asi como métodos de extraccion
como la prensa francesa, el cual es accesible y rapido que evite la pérdida de tales

compuestos.

7.4 Bioaccesibilidad intestinal in vitro

La determinacién de la actividad antioxidante en procesos de digestion in vitro, permite
la evaluacion de la estabilidad de los compuestos fendlicos y antioxidantes de los
alimentos en sus respectivos ambientes, después de la liberacién bajo condiciones
fisiolégicas (Chandrasekara y Shahidi, 2012). En la Tabla 41 y 42, se muestra el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante antes y después de la

digestion in vitro de ajenjo y aranthé respectivamente.

En general, las condiciones del proceso digestivo redujeron la cantidad de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante, o que podria indicar una liberacion incompleta o
degradacion de los compuestos (Bouayed, Hoffmann y Bohn, 2011). De acuerdo a
algunos estudios (Bouayed et al., 2011; Cilla, Gonzalez-Sarrias, Tomas-Barberan,
Espin y Barbera, 2011) pudiera estar relacionado a los cambios de pH en el proceso
de digestién, a la formacion de compuestos macromoleculares no dializables, a la
formacion de metabolitos secundarios o a los cambios estructurales de los

compuestos.
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Tabla 41. Comparacion de fenoles totales y capacidad antioxidante de extractos de ajenjo antes y
después del proceso de digestion in vitro y porcentaje de fraccién dializada (%FD)

Determinacion Dllge.stlon Convencional Ultrasonido Microondas Prensa
in vitro francesa
Antes 2486.6+2.9° 2299.3+8.6° 2467.4+2.9° 12209.5+41.1°@
Fenoles
totales Después 1667.12+15¢ 1894.0426.1° 1838.4+16.1¢ 5831.9+26.7°
(mg AG/100 g)
% FD 67¢ 82.32 74.5° 474
Antes 2452 5+1.6° 818.2+4.89 930.7+4.3¢ 4330.7+46.32
DPPH: Después 13874059  1482#42° 2982416  775.02410.7°
(mg ET/100 g) .7+0. 2+4. 241, .02+10.
% FD 5.69 18.1 32.042 17.8°¢
Antes 731.16+2.9° 551.6+3.89 671.8+4.8° 2884.6+10.52
FRAP
(mg Después 26.7+0.5°¢ 18.5+0.44 27.4+1.3b 52.4+3.4°
EFe2+/100 g)
% FD 3.6° 3.3¢ 4.42 1.89

a.b,c.d Superindices en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) entre los métodos de extraccién en
la misma determinacién

Tabla 42. Comparacion de fenoles totales y capacidad antioxidante de extractos de aranth6 antes y
después del proceso de digestion in vitro y porcentaje de fraccién dializada (%FD)

L Digestion . . ; Prensa
Determinacion in vitro Convencional Ultrasonido Microondas francesa
Antes 2242.7+2.9° 2971.0+2.3°  3280.445.8° 9929.1+41.12
Fenoles totales
(mg EAG/100 Después  1574.5+22.49  1653.2+16.0° 2199.5+8.0° 6803.4+26.72
9)
% FD 70.22 55.6¢ 67¢ 68.5°
Antes 1,521.245.7° 1215.849.6° 1514.8+9.0° 2128.1+12.02
DPPH: Después  139.242.1 2792416  136.78+1.0  775.010.7
(mg ET/100 g) 242, 241, 78+1. .0£10.
% FD 9.1¢ 22.9° 10¢ 36.42
Antes 697.9+11.1¢ 553.2+2.44 733.3+3.6° 1920.4+4.82
FRAP
(mg Después 55.8+1.4° 55.2+0.6° 38.3%1.1¢ 71.2+7.82
EFe2+/100 g)
% FD 7.9° 9.92 5.2° 3.7¢

a b,c.d Syperindices en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) entre los métodos de extraccion en
la misma determinacién
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El proceso de digestidn in vitro en las muestras estudiadas de ajenjo y aranthd, generd
entre el 47 al 82.3% de fraccion dializada de fenoles totales para los 4 métodos de
extraccién. La extraccion de ajenjo con ultrasonido fue la que tuvo una mayor
bioaccesibilidad con 1894 mg EAG/100 g, lo que representa un 82.3%, esto podria
suponer, que el ultrasonido favorece la extraccion de los fenoles, debido a la ruptura
celular y la liberacion del contenido intracelular haciéndolos mas bioaccesibles (Vidal
et al., 2016). Por su parte para aranthé la extraccion convencional generé una mayor

fraccion dializada (70.2%).

Algunos autores han informado una bioaccesibilidad de compuestos fendlicos entre 10
al 30% FD en jugos de granada, extractos de mora seca y suplementos de bebidas de
frutas con leche desnatada, que podria ser la consecuencia del proceso de digestion,
asi como a la inestabilidad de los compuestos al pH elevado, ocasionando por ejemplo
la hidrolisis de compuestos a moléculas mas pequefas, como lo es el acido galico
(Friedman y Jurgens, 2000; Pérez-Vicente, Gil-lzquierdo, Garcia-Viguera, 2002; Cilla
et al., 2009; Tavares et al., 2012; Stanisavljevic et al., 2015). Asi mismo la cantidad de
compuestos fendlicos bioaccesibles pueden diferir cuantitativa y cualitativamente de
los fenoles extraidos con distintos métodos quimicos y mecanicos, por lo que los mas
bioaccesibles no son necesariamente los que estan presentes en niveles mas altos de

concentracion en los alimentos (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini y Conte, 2010).

Basados en un estudio in vitro realizado por Cilla y colaboradores en el 2009,
demostraron que el proceso de digestion disminuyo el contenido de fenoles totales en
al menos un 47%. Por lo cual podriamos decir que los 4 métodos de extraccion tanto

para ajenjo y arantho tuvieron un buen % de fraccion dializada.

Cabe destacar que los compuestos fendlicos liberados en la fase gastrica pueden ser
absorbidos y tener algun efecto antioxidante local en el intestino delgado, manteniendo
el equilibrio redox contra los oxidantes nocivos y la prevencion de enfermedades del

tracto gastrointestinal vinculadas a generacién de radicales libres durante los procesos
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de digestion (Halliwell, 1996; Halliwell et al., 2005; Adam et al., 2002; Konishi, Zhao y
Shimizu, 2006; Lafay et al., 2006; Zhao, Egashira y Sanada, 2004). Asi mismo los
polifenoles parecen tener un efecto prebidtico al mejorar la nutricion de las bacterias
benéficas que viven en el intestino (Cardona, Andrés-Lacueva, Tulipani, Tinahones y
Quiepo-Ortufio, 2013). De manera general se ha estimado que solo el 5-10% de la
ingesta total de polifenoles se absorbe en el intestino delgado, los polifenoles restantes
(90 a 95% de la ingesta total de polifenoles) pueden acumularse en el gran lumen
intestinal hasta el rango milimolar, donde, junto con los conjugados excretados en la
luz intestinal a través de la bilis, son sometidos a las actividades enzimaticas de la
comunidad microbiana intestinal (Manach, Scalbert, Morad, Remesy y Jimenez, 2004;
Kroon, Clifford y crozier, 2004) Por lo tanto, la microbiota intestinal es responsable de
la extensa descomposicion de las estructuras polifendlicas originales en una serie de
metabolitos fendlicos de bajo peso molecular que, al ser absorbibles, pueden ser
realmente los responsables de los efectos en la salud, derivados de los alimentos ricos

en polifenoles (Cardona et al., 2013).

En cuanto al % de FD de la capacidad antioxidante tanto para ajenjo y aranthé oscild
entre 1.8 y 36.4. Siendo la extraccion con microondas (32.04%) para los extractos de
arantho y la prensa francesa (36.4%) para ajenjo las cuales presentaron una mayor
bioaccesibilidad en DPPHe. En el caso del microondas tal resultado podria atribuirse a
lo reportado por Kramer y Ryan en el 2011, en donde evaluaron el efecto de la
extraccion de microondas usando como solvente agua en la determinacion de la
bioaccesibilidad de pesticidas, donde el agua resulté un solvente ideal para el
calentamiento con microondas, permitiendo un calentamiento mas rapido sin provocar

pérdidas de los componentes y generando una mayor extraccion de compuestos.

En cuanto a la prensa francesa, como se observé al comparar los métodos antes del
proceso digestivo, el no aplicar una temperatura constante, preserva los antioxidantes
termolabiles (Miron, Plaza, Bahrim, Ibanez y Herrero, 2010), obteniéndose una mayor

capacidad antioxidante y por ende un mayor % de fraccién dializada.
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No se han reportado estudios que evaluen bioaccesibilidad en extractos acuosos de
ajenjo y aranthd, no obstante, los resultados son inferiores a los reportados por
Weathers, Jorda, Lasin y Towler (2014) para la extraccion soélido-liquido de Artemisia
annua, en los cuales se obtuvo 22% de capacidad antioxidante medida por DPPH-

después del proceso de digestion in vitro.

Algunos estudios donde se han usado diversos ensayos de capacidad antioxidante
muestran incrementos significativos en la capacidad antioxidante de plasma de
humano una hora después de haber consumido cantidades moderadas de algunas
infusiones de diferentes especies de plantas, lo cual podria generar la reduccion del
dano oxidativo a biomoléculas importantes (Leenen, Roodenburg, Tijburg y Wiseman,
2000; Rietveld y Wiseman, 2003; Serafini, Ghiselli y Ferro-Luzzi, 1996).

Para evaluar si la capacidad antioxidante es dependiente sobre el contenido de fenoles
totales después de la digestion in vitro, se calculé el coeficiente de Pearson,
obteniéndose una fuerte correlacién positiva entre fenoles totales y DPPH« para la
extraccion con ultrasonido (r = 0.94) y prensa francesa (r = 0.93) en extractos de ajenjo.
Mientras que en aranthd, se obtuvo una correlacién significativa en la extraccion
convencional, con microondas y prensa francesa con respecto a DPPH+ y FRAP (r =
60 a 85). Lo cual evidencia que para las extracciones mencionadas después del
proceso de digestion la capacidad antioxidante podria ser causada en gran parte por

los compuestos fendlicos.

Finalmente, los procesos térmicos, como la extraccion convencional o exposicion a
microondas, pueden ser una espada de doble filo con respecto a la biodisponibilidad
in vitro, si bien se ha resaltado que, la aplicacion de maceracion y calor puede ser
beneficiosa para los compuestos antioxidantes (Unlu et al., 2007; Fratianni, Cinquanta
y Panfili, 2010) y la disponibilidad de polifenoles (Bohn, 2014, Bugianesi, Salucci,
Leonardi, Ferracane, Catasta, Azzini y Maiani, 2004, Kamilogu et al., 2014), debido a
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una mejor liberacion de la matriz y la solubilidad durante la digestioén, también plantea
el riesgo de pérdidas por calor especialmente una vez liberados de la matriz (Fratianni
et al.,, 2010; Jaiswal y Abu-Ghanman, 2013; Palmero, Panozzo, Simatupang,

Hendrickx y Van- Loey, 2014).
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8. Conclusiones

La aplicacién de los disenos de experimentos Box-Behnken y el compuesto centrado
permitieron identificar las condiciones fisicas de liberacibn de compuestos
antioxidantes por diferentes métodos de extraccidn (convencional, ultrasonido,
microondas y prensa francés) de ajenjo (Artemisia absinthium) y aranth6 (Decatropis

bicolor).

De los factores fisicos analizados, la concentracion de muestra fue identificada como
un factor determinante en la extraccion de compuestos con actividad antioxidante,
principalmente de tipo fendlico; esto de acuerdo a las correlaciones observadas entre

actividad antioxidante y contenido de fenoles totales,

Los resultados del presente estudio revelaron para ambas especies, la extraccion con
prensa francesa genera los extractos acuosos con mayor cantidad de compuestos

antioxidantes, esto en relacion a los otros métodos de extraccion utilizados.

A pesar de la alta actividad antioxidante mostrada por los extractos de ajenjo y arantho
obtenidos por extraccion convencional, con ultrasonido, microondas y prensa francesa

la bioaccesibilidad analizada mediante pruebas in vitro fue limitada.

Finalmente, tanto el ajenjo y arantho, ademas de su uso tradicional en la medicina
popular, representan una valiosa fuente de antioxidantes, y por lo tanto pueden ser
consideradas como un gran potencial para la industria alimentaria y el area de salud.
Ambas plantas representarian una alternativa factible a los antioxidantes sintéticos, asi
como alimentos funcionales o complementos de una dieta balanceada pudiendo

prevenir enfermedades cronicas.
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10 Anexos

Anexo A
Extraccion convencional

Niveles Temperatura | Tiempo | Muestra

(°C) (min) g/100 g
1 -1 0 90 5 6
0 1 1 55 25 10
1 0 1 90 15 10
0 1 -1 55 25 2
0 0 0 55 15 6
-1 1 0 20 25 6
0 0 0 55 15 6
0 -1 1 55 5 10
-1 0 -1 20 15 2
1 0 -1 90 15 2
1 1 0 90 25 6
0 1] -1 55 5 2
0 0 0 55 15 6
-1 -1 0 20 5 6
-1 0 1 20 15 10

Extraccion con ultrasonido

. Temperatura | Tiempo | Muestra

Niveles ?"C) (minr; g/100g
0 0 0 45 15 6
0 0 0 45 15 6
0 0 0 45 15 6
0 -1 1 45 5 10
1 0 -1 70 15 2
1 0 1 70 15 10
-1 0 1 20 15 10
1 -1 0 70 5 6
0 1] -1 45 5 2
0 1 1 45 25 10
-1 -1 0 20 5 6
0 1 -1 45 25 2
1 1 0 70 25 6
-1 0 -1 20 15 2
-1 1 0 20 25 6
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Anexo B

Extraccidon con microondas

Niveles i

Potencia Tlempo Muestra

(min) g/100g
0 1 -1 30 2 2
-1 0 1 20 1.5 10
1] A1 0 20 1 6
1 0 1 40 1.5 10
-1 1 0 20 2 6
0 1 1 30 2 10
1 0] 1 40 1.5 2
1 1 0 40 2 6
0 0 0 30 1.5 6
0 0 0 30 1.5 6
0 0 0 30 1.5 6
0] 1] -1 30 1 2
-1 0| 1 20 1.5 2
1 -1 0 40 1 6
0] -1 1 30 1 10

Extraccién con prensa francesa

Niveles

Tiempo
(min)

Muestra
g/100g

-1

0.75736

6

-1

11.6569

0

1

0

-1

-1
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