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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se plantea evaluar diferentes técnicas de extraccion
del mortifio (Vaccinium floribundum), en las que se encuentran maceracion con agitacion
continua, maceracion asistida con ultrasonido, maceracioén asistida con microondas vy liquido
presurizado, cada una de estas técnicas se realizd por triplicado obteniendo un total de 12
muestras, mediante la cuantificacion de fenoles totales y la determinacion de la capacidad
antioxidante por ABTS *, DPPH y FRAP, se determind que tanto maceracion con agitacion
continua, maceraciéon asistida con ultrasonido y liquido presurizado mostraron resultados
iguales para ABTS y DPPH. Por otro lado, maceracion asistida con ultrasonido resulto ser la
mejor técnica de extraccion evaluada en actividad antioxidante para FRAP. Para la respuesta
de fenoles totales no se observé efecto significativo debido a la técnica de extraccion. En
cuanto al rendimiento, la técnica que presentd la mejor respuesta fue maceracioén asistida con
microondas.

Palabras clave: Vaccinium floribundum, extracto, antioxidante.



Abstract

In this research, different extraction techniques were evaluated on mortifio (Vaccinium
floribundum), including maceration with continuous agitation, ultrasound-assisted maceration,
microwave-assisted maceration and pressurized liquid, each of these techniques was carried
out in triplicate, obtaining a total of 12 samples. It was determined that continuous stirring
maceration, ultrasound-assisted maceration and pressurized liquid shown similar results for
ABTS and DPPH assays. On the other hand, ultrasound-assisted maceration proved to be the
best extraction technique evaluated on antioxidant activity for FRAP assay. Regarding total
phenols content the extraction technique did not show significative effect. In terms of extraction
yield, microwave-assisted maceration result in the best extraction technique.

Keywords: Vaccinium floribundum, extract, antioxidant.



Introduccion
Los radicales libres pueden ser perjudiciales para los seres vivos porque pueden daiar
moléculas importantes como proteinas, lipidos y ADN, este dafo celular puede contribuir al
envejecimiento, la enfermedad y la muerte celular, dicha accién oxidativa puede ser
neutralizada mediante el uso de antioxidantes, muchos de ellos empleados en la industria
farmacéutica y de alimentos son de caracter sintético, lo cual da paso a una serie de
consecuencias negativas en lo que respecta a la salud de los consumidores. Es por ello que
la presente investigacion se propone la obtenciébn de extractos antioxidantes de origen

natural, especificamente del subproducto del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).

Para el desarrollo éptimo de la investigacion se determind el mejor proceso de extraccion de
antioxidantes para esta especie, con el fin de ofrecer una alternativa natural y sostenible. Se
realizaron extracciones utilizando cuatro técnicas diferentes, como lo son maceracioén con
agitacion continua, maceracion asistida con ultrasonido, maceracion asistida con microondas
y liquido presurizado. Para cada extracto obtenido se determind la actividad antioxidante
mediante los métodos ABTS, FRAP y DPPH, asi como también se determiné el contenido de

fenoles totales.

Durante el desarrollo de este trabajo se identificaron varias facilidades y oportunidades. Entre
ellas, se destaca la disponibilidad de equipos de laboratorio los cuales se emplearon para la
aplicacion de las diferentes extracciones y los andlisis realizados, asi como también la
asistencia de personal técnico. Por otro lado, se cont6 con literatura cientifica, como estudios
previos relacionados con las propiedades antioxidantes del mortifio, aunque cabe destacar
gue es uno de los primeros trabajos en los que se evalla varias técnicas para su
determinacion. Por otro lado, uno de los principales inconvenientes o limitantes fue la
obtencion del mortifio, ya que esta especie se encuentra mayormente disponible en el
Ecuador durante el mes de noviembre, para superar esta limitacion, se siguieron estrategias
de recoleccién y conservacion adecuadas, obteniendo las muestras necesarias para llevar a

cabo las extracciones y analisis correspondientes.



Este documento estd organizado en cuatro capitulos, en el primer capitulo se detalla un
resumen de las investigaciones previas relacionadas con la especie del mortifio, abordando
su composicién quimica, propiedades antioxidantes y aplicaciones potenciales. El segundo
capitulo se centré en la descripcion de metodologias y procedimientos para las extracciones
y andlisis quimicos, detallando los procedimientos utilizados para cada técnica ya antes
mencionada. En el tercer capitulo, se presentan los resultados obtenidos y se lleva a cabo su
discusion, comparando los diferentes métodos de extraccion y analizando los valores de
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante para cada uno de ellos. Finalmente, en
el cuarto capitulo se presentan las conclusiones derivadas de los resultados obtenidos y se

ofrecen recomendaciones para futuras investigaciones y aplicaciones practicas.

Esta investigacion fomenta la valorizacion de los recursos naturales debido a que el mortifio
€s una especie autoctona de la region, y su aprovechamiento como fuente de antioxidantes
puede impulsar la economia local y promover la conservacion de la biodiversidad, asimismo,
al emplear técnicas de extraccién innovadoras y eficientes, se abre el camino para la
optimizacion de procesos industriales y la generaciéon de productos de alta calidad y valor

agregado.

La evaluacién de procesos de extraccion de antioxidantes a partir del mortifio constituye una
investigacion relevante y pertinente en el contexto actual, su enfoque en la busqueda de
alternativas naturales a los antioxidantes sintéticos, el cumplimiento de los objetivos
planteados y los resultados obtenidos, hacen que esta investigacibn sea un aporte
significativo en el campo de la ciencia y la tecnologia de los alimentos, asi como también
aporta al desarrollo industrial a través del aprovechamiento sustentable de la biodiversidad y

de los subproductos industriales dentro del contexto de la economia circular.



Capitulo uno
Marco Teorico
1.1 Mortifio
El mortiio (Vaccinium floribundum Kunth), también conocido como "Andean
Blueberry" o "Vaccinium myrtillus" en otros paises, es una especie nativa de la regiéon andina
de América del Sur, incluido Ecuador, este es un arbusto que pertenece a la familia Ericaceae
y se encuentra ampliamente distribuido en regiones montafiosas de altitudes entre 2500 y
4200 metros sobre el nivel del mar. En lo que respecta a nuestro pais, esta fruta es cosechada
los meses de septiembre y noviembre, se presenta en forma de bayas esféricas, las cuales
tienen un didmetro aproximado de 5 a 8 mm, el color caracteristico de la piel que lo recubre
es azul oscuro, mientras que la pulpa es de color verde o transparente, poseyendo numerosas

semillas pequefias, para una mejor ilustracion de esta especie, se presenta la figura 1.

Figura 1

Mortifio (Vaccinum floribundum Kunth)

Nota. Adaptado de Evaluacién de la capacidad antioxidante de una
crema de mortifio (Vaccinum floribundum Kunth) En la matriz pastelera
[Fotografia], por M. Suarez, 2018, Universidad de las Américas.
El mortifio es reconocido por su alto contenido de compuestos antioxidantes, lo que
ha despertado un creciente interés en su potencial aplicacion en la industria alimentaria y

farmacéutica. Segun como lo informan Loor & Zambrano (2016), estas sustancias

antioxidantes se encargan de disminuir o retardar las reacciones de oxidacion sobre



diferentes sustratos, de ahi radica su importancia y su uso en la vida cotidiana de las
personas, destacando entre sus beneficios que ayuda a restablecer los niveles de azlcar en
la sangre, prevencion de diabetes, asi como también la inflamacion de las vias urinarias,
combate los trastornos digestivos, entre otros.

Esta especie pertenece al género Vaccinium, el cual agrupa a numerosas especies de
plantas que se distribuyen abundantemente en diversas regiones del mundo, Gonzales
(2002) y Alarcon (2018) en sus trabajos de investigacion realizan el estudio de la taxonomia

de la especie Vaccinium floribundum Kunth, la misma que se detalla en tabla 1.
Tabla 1

Clasificacion taxondémica del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Género Vaccinium

Especie Vaccinium Floribundum Kunth

Nota. Adaptado de Gonzalez (2002) & Alarcén (2018).

Por otro lado, se tiene que, el analisis de la compaosicién quimica del mortifio se ha
realizado por varios investigadores, en los que destacan Vasco et al. (2009) y Tupuna et al.
(2016), dichos estudios han revelado la presencia de diversos compuestos bioactivos, entre
los mas importantes se encuentran compuestos antioxidantes correspondientes a
antocianinas, flavonoides, polifenoles, acidos fendlicos y vitamina C. En el caso particular del
mortifio segun estudios realizados por Gallardo (2015), la presencia de antioxidantes radica
en la existencia de flavonoides, [-carotenos, antocianinas y polifenoles.

Los flavonoides se encuentran presentes en los tejidos de la fruta, caracterizados por
compuestos fendlicos con cadena carbonatada, su funcion es proteger a la célula y dar color
rojo o azul al fruto. Su método de funcionamiento es inhibiendo las oxidasas y enzimas que
participan en el proceso de oxidacion del sistema celular. Por otro lado, las antocianinas,

segun Garzoén (2008), son pigmentos hidrosolubles que se encargan de dar coloracion al



fruto, los mismos que pueden ser rojos, azules o morados, para el mortifio los flavonoides se
encuentran en mayor cantidad, alojandose en la cascara del fruto y en las vacuolas.

Los polifenoles por su parte debido a su estructura quimica atrapan los radicales libres,
debido a que este compuesto dona electrones, los estabiliza y ataca al que se separa de su
estructura. Y por ultimo se tiene a los 3-carotenos los cuales son pigmentos liposolubles que
aumentan en la madurez del fruto, estos antioxidantes pertenecen a la pro-vitamina A, entre
sus funciones estan proteger al ADN y reducir el deterioro de los tejidos (Olivares et al., 2010).
La composicién quimica del mortifio se encuentra mas detallada en la tabla 2.

Tabla 2

Composicién quimica del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

Parametro Resultado

Humedad (g/100 g PF) 80.09 + 0.16
Proteinas (g/100 g PF) 0.76
Cenizas (g/100 g PF) 0.34+£0.01
Contenido de azlcares

Fructuosa (g/100 g PF) 44+04

Glucosa (g/100 g PF) 26%0.3

Sacarosa (g/100 g PF) ND
Minerales

Fe (mg/100 g PF) 0.77 £ 0.00

K (mg/100 g PF) 142.04 +1.88

Cu (mg/100 g PF) 0.11 +0.00

Zn (mg/100 g PF) 0.21 +0.00

Mg (mg/100 g PF) 21.22+1.90
Componentes antioxidantes

Acido ascorbico (mg/100 g PF) 9.0+2.0

3-caroteno (ug/100 g PF) 36.0+£6.0

Contenido fendlico soluble total (mg GA/100 g PF) 882 + 38

TEAC (mg Trolox/100 g PF) 1203 + 94

Nota. Adaptado de Vasco et al. (2009) & Tupuna et al. (2016); PF = peso

de fruta fresca; ND = Bajo limite de deteccion.
Segun Vasco et al. (2009), la capacidad antioxidante del mortifio se report6 en un valor
de 1203 mg Trolox/100 g, mientras que el estudio realizado por Tupuna et al. (2016) reportan

un valor de 1192, 86 mg Trolox/100 g. Si se comparan estos valores con la capacidad



antioxidante de otras frutas ecuatorianas mencionadas por Vasco et al. (2009), como la mora
(1302 mg Trolox/100 g) se puede observar que los valores del mortifio se sitian dentro de
ese rango. Por lo tanto, se puede concluir que el mortifio se encuentra entre las frutas de
Ecuador que poseen una alta capacidad antioxidante.
1.2 Procesos de extraccion de antioxidantes

Es importante destacar que existen varios métodos de extraccién, como la extraccion
con solventes organicos, la extraccion asistida por ultrasonido, la extraccion con fluidos
supercriticos y la extraccion con tecnologias emergentes como los extractores de alta presion;
cada uno de estos métodos presenta ventajas y limitaciones en términos de eficiencia,
selectividad y escalabilidad, en el contexto de esta investigacion, se seleccionaron cuatro
técnicas de extraccion para evaluar la obtencién de antioxidantes del mortifio la eleccién de
estas técnicas se basé en consideraciones especificas que abordan diferentes aspectos de
eficiencia y selectividad en la extraccion de compuestos bioactivos del mortifio. La maceracion

con agitacién continua es uno de los métodos de extraccion de antioxidantes mas empleados,

este método implica poner en contacto la matriz sélida con el solvente durante un tiempo
determinado. La eficiencia del método depende primordialmente de los pardmetros de
operacion, la naturaleza de la matriz sélida, la quimica de los compuestos bioactivos de
interés (Azmir et al., 2013).

Por otro lado, se tiene la maceracion asistida con ultrasonido, la misma que emplea

ondas sonoras de alta frecuencia, con el fin de desprender el compuesto buscado del material
vegetal. Las particulas sélidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accién ultrasénica, como
resultado el soluto pasa rapidamente de la fase soélida al solvente (Gao & Liu, 2005). Esta
técnica es la mas econOmica y tiene requerimientos instrumentales mas bajos en
comparacion con otras técnicas de extraccion.

La maceracion asistida con microondas también resulta ser ampliamente utilizada,

dicha técnica emplea radiacion de microondas para calentar la muestra y extraer compuestos
antioxidantes de ella. Este método de extraccion se basa en el uso de un disolvente organico

para extraer los compuestos antioxidantes de la muestra y se realiza en un sistema cerrado



gue esta expuesto a la radiaciéon de microondas, la cual causa movimiento de moléculas por
migracion de iones y rotacion de dipolos que contribuyen a una rapida transferencia de
energia al solvente y materia vegetal (Harborne, 2013).

Para finalizar, segun como lo mencionan Montero et al. (2014), uno de los métodos

escasamente utilizados para la extraccion de antioxidantes, es mediante liquido presurizado,

este es un método de extraccidén que utiliza la presion como medio para extraer compuestos
antioxidantes de diversas muestras. El mismo se basa en el uso de disolventes organicos en
combinacién con una alta presion y temperatura para extraer compuestos antioxidantes de la
muestra, ademas de ello no requiere el uso de productos quimicos téxicos y no genera
residuos peligrosos. Ademas, segln Buelvas (2019) esta técnica se ha propuesto como una
alternativa sostenible y mas eficiente para obtener los compuestos presentes en estos tipos
de matrices vegetales, dado que emplean solventes verdes a altas presiones o temperaturas,
gue mejoran la solubilidad y desorcién de compuestos y acorta los procesos de extraccion.

Al contrastar estas Ultimas tres técnicas seleccionadas con métodos convencionales
como la extraccion por ebullicion o Soxhlet y maceracion, se observa una clara superioridad
en términos de eficiencia y selectividad, las técnicas modernas presentan ventajas
significativas, como tiempos de procesamiento menores y un consumo de energia mas
eficiente en comparaciéon con los métodos convencionales, ademas, estas Ultimas suelen
estar relacionadas con largos tiempos de extraccion, bajos niveles de pureza en los productos
obtenidos, altos costos de consumo energético debido a la evaporacion de las grandes
cantidades de disolvente, bajo rendimiento y selectividad de la extraccién, asi como la
descomposicion térmica de compuestos termolabiles (Bechtold et al, 2012).
1.3 Determinacidn de actividad antioxidante y contenido de fenoles totales

La familia Vaccinium a la cual pertenece el mortifio se caracteriza por contener
cantidades altas de vitamina C, pectina, celulosa y antocianinas, las cuales tienen
propiedades antioxidantes, antitumorales, antiulcerosos y antiinflamatorias; antocianinas que
evidencian una capacidad antioxidante de 1200 mg Trolox/ 100 g, segun investigaciones

realizadas por Vasco et al. (2009). Actualmente, para medir dicha capacidad antioxidante, se
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hace uso de pruebas antioxidantes in vitro, estas comprueban la capacidad de inhibir el dafio
generado por especies oxidantes y ademas de ello son faciles de aplicarlas, entre estos
métodos se encuentran ABTS*, DPPH y FRAP, ademas estas técnicas, existen otras, las
cuales van a permitir la determinacién de fenoles totales de cada uno de los extractos.

Segun el estudio realizado por Ochoa et al. (2009), la evaluacion de la capacidad
antioxidante por el método del radical catiénico ABTS*, se basa en la capacidad de un
antioxidante para reducirlo, esta accion se mide mediante la decoloracion del radical, cuanto
mayor sea la capacidad de un extracto para reducir el radical ABTS*, mayor sera su actividad
antioxidante. El resultado se expresa generalmente en términos de equivalente de Trolox,
gue es un antioxidante sintético analogo de la vitamina E usado como referencia para calibrar
la curva de estandar.

Por otro lado, el método FRAP se basa en la capacidad de un antioxidante para reducir
el ion férrico (Fe*") a su forma ferrosa (Fe?*) (Hernandez & Isern, 2019). En este ensayo, se
utiliza un reactivo que contiene un compuesto férrico que cambia de color al reducirse, la
medida de la reduccion se realiza mediante la lectura de la absorbancia del complejo formado.
Cuanto mayor sea la capacidad de reduccién, mayor sera la actividad antioxidante de la
muestra.

El método DPPH se basa en la capacidad de un antioxidante para donar un electrén
al radical DPPH+, lo que resulta en una reduccion de su color caracteristico parpura a amarillo
(Barrionuevo, 2023). La disminucién de la absorbancia a una longitud de onda especifica se
utiliza para cuantificar la capacidad antioxidante de la muestra, entonces de esta manera se
tiene que cuanto mayor sea la capacidad de un extracto para reducir el radical DPPH, mayor
ser& su actividad antioxidante.

Asi también, el contenido de fenoles totales se determina mediante la reaccion de los
compuestos fendlicos presentes en la muestra con un reactivo especifico, como el reactivo
de Folin-Ciocalteu (Echavarria et al., 2009), dicha reaccion produce un cambio de color que
se cuantifica mediante espectrofotometria. El resultado se expresa generalmente en términos

de equivalentes de &cido gélico, que es un compuesto de referencia utilizado para calibrar la
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curva estandar de trabajo, entendiéndose que un mayor contenido de fenoles totales indica

una mayor concentracion de compuestos antioxidantes en la muestra.
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Capitulo dos
Metodologia
2.1 Tratamiento de la materia prima
Previo a la obtencion de extractos, se realiz6 el adecuamiento de la materia prima,
para ello se recolecté el mortifio el cual se limpié adecuadamente, posteriormente con la
ayuda de un proceso de prensado se retird la parte del extracto liquido del fruto y el

subproducto se dispondra en bandejas para ser secadas a 40°C durante un lapso de 2 dias.

2.1.1 Determinacion de la humedad y trituracion

Para la determinacion de la humedad se tomaron muestras representativas de cada
bandejay se las colocé en el equipo analizador halégeno de humedad, el cual determina esta
propiedad con el método de pérdida por secado y consta de una unidad de pesaje y una
unidad de calefaccién halégena. Una vez que el porcentaje de humedad se reporté en un
rango no mayor al 10%, se procedié a triturar todo el subproducto secado en un molino
ultracentrifugo ZM 200 - RETSCH, de donde se obtuvo un tamafio de particula de 250 um.
2.2 Procesos de extraccion
2.2.1 Maceracion con agitacién continua

Para realizar este proceso de extraccion se emplearon 20 g de muestra a la cual se
le afadieron 200 mL de la mezcla agua y etanol, destacando que se emple6 una relacion
1:20 (muestra/solvente), dicha maceracion dinamica se llevo a cabo en bafio maria a una
temperatura de 45°C con agitacion magnética de 160 rpm durante un lapso de 6 horas.
Transcurrido este tiempo se filtré la muestra al vacio, se almacend el liquido y el sélido
restante pasoé por un nuevo proceso de maceracion por un lapso de 3 horas, luego de ello se
filtrd y la solucién liquida se evaporé en un rotavapor a 45 °C para obtener el extracto, el cual
fue refrigerado para luego pasar por un proceso de liofilizacién (Ver apéndice A). Posterior a
ello se almacend el producto liofilizado en viales &mbar para evitar el dafio causado por la
luz, es importante mencionar que el proceso se realizé por triplicado. El proceso anterior se

lo puede observar en la figura 2.
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Figura 2
Esquema del proceso de maceracién con agitacion continua

Matriz

vegetal jl— Solvente

2 Extracto +
/L _ — Refrigeracion

Sy Etanol/Agua
— 4
—
Y
.

Ajuste de
temperaturas y
revoluciones

2.2.2 Maceracion asistida con ultrasonido

Para la maceracion asistida por ultrasonido, se emplearon 10 g de muestra, a la cual
se le afiadieron 200 mL de etanol/agua (50/50 v/v), para desarrollar este método se empled
el equipo Ultrasonic Cleaner (FS20 Fisher Scientific) el cual trabajé con una potencia de 100
W, frecuencia de 42 kHz, por un tiempo de 30 min y a una temperatura de 60°C. Al finalizar la
extraccion, la muestra se filtré al vacio, se almacend la solucion liquida y el extracto sélido
paso nuevamente por el proceso descrito anteriormente. La solucién liquida se rotaevaporé
a 45 °C para obtener el extracto, luego se almacend en refrigeracion para pasar a un proceso
de liofilizacion (Ver apéndice A). Posterior a ello se dispuso el extracto liofilizado en viales
ambar para evitar el dafio causado por la luz, es importante mencionar que el proceso se

realizé por triplicado. El proceso antes descrito, se esquematiza en la figura 3.



14

Figura 3

Esquema del proceso de maceracion asistida con ultrasonido

Matriz
vegetal Sclventt  Bafio maria + ultrasonido

1

o |
L

|

Filtrado

|

Extracto +

———— Refrigeracion
Etanal/Agua

2.2.3 Maceracion asistida con microondas

Para este método de extraccién se hizo uso del equipo microondas (Mars 6 One
touch, USA) el mismo contiene 24 tubos, en ellos se colocaron 3 g de muestra y 60 mL
etanol/agua (50/50 v/v) respectivamente, las condiciones de operacién a las que se trabajo
fueron de 1200 W de potencia, 100 °C, durante un lapso de 60 min. Luego del proceso de
extraccion se filtré la muestra al vacio, obteniendo un extracto liquido el cual se rotaevaporé
a 45°C, se almacenoé en refrigeracion y posteriormente se liofilizé por un lapso de 3 dias
(Ver apéndice A), por ultimo, el extracto liofilizado se almacendé en un vial ambar. Esta
técnica de extraccion también se realizd por triplicado. El proceso que se menciond se

evidencia en la figura 4.
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Figura 4
Esquema del proceso de maceracién asistida con microondas

Matriz

vegetal | Solvente Microondas

!

Soporte circular

£ 1 . i
|— Filtrado
l

Extracto +
Etanol/Agua

— Refrigeracion

2.2.4 Liquido presurizado

Para este método de extraccién se emplearon 20 g de muestra, la cual se coloc6 en
un cartucho de papel filtro junto con 3 g perlas esmeriladas, este cartucho se ubicé en el
extractor cilindrico y se ajusté perfectamente al equipo, el mismo que se alimenté mediante
un flujo constante de 5 mL/min con 600 mL de una solucién 50:50 de etanol agua, durante
ese lapso se verificd que no exista ninguna fuga en lo que resta del equipo. Una vez que la
presion llego a los 120 bar, se dejé presurizado por 12 horas a 60 °C, pasado ese tiempo se
inicié con la extraccién por un lapso aproximado de 2 horas, pasado ese tiempo, el extracto
liquido obtenido se rotaevaporé a 45 °C hasta quitar todo el etanol posible, posterior a ello se
almaceno en refrigeracion y se dio paso a un proceso de liofilizacion por 3 dias (Ver apéndice
A), por ultimo, el extracto liofilizado se almacend en un vial &mbar. Esta técnica de extraccion

de igual manera se realizé por triplicado. El proceso que se menciond se evidencia en la figura
5.
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Figura 5

Esquema de liquido presurizado
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2.3 Célculo del rendimiento

Para el calculo del rendimiento se pes6 cada uno de los viales, primero vacios y luego
con el extracto correspondiente, luego de ello mediante diferencia del peso de este, se obtuvo
la cantidad de extracto de cada triplicado por cada técnica de extraccion, debido a que se
almaceno el extracto en viales diferentes, se sumé para obtener la cantidad total, luego de
ello con los valores correspondientes y aplicando la metodologia de calculo descrita en el
(Apéndice B) se obtuvo el valor de rendimiento para cada triplicado.
2.4 Determinacion de Fenoles totales

En un microtubo se pesaron 10 mg del extracto, al mismo se le adicionaron 250 pL de
agua ultrapura y 250 uL de metanol, mientras que en 3 microtubos aparte se colocaron 250
pL de la solucién 1:1 agua ultrapura-metanol, y 250 pL de la solucién anterior a esta con el
objetivo de realizar las disoluciones pertinentes.

Para este procedimiento se siguid lo descrito por Thaipong et al. (2006) con
modificaciones, asi como también se hizo uso del Lector de microplacas EPOCH2, en donde

se selecciond el tipo de placa a utilizar el cual fue Nunclon 96 flat bottom, se fij6 la temperatura
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a 20.6 °C con una agitacion shake double orbital por 3:00 (HH:MM:SS) y una lectura de
absorbancia de 593 nm.

Para la preparacion de la microplaca, en primer lugar se realizé la lectura del blanco
por triplicado, para ello se colocaron 255 pL de agua ultrapura y 15 pL de la solucion de
trabajo Folin, se introdujo al equipo y se realizé una primera lectura por 5 minutos, luego de
ello se retird la microplaca y al resto de pocillos se les adicionaron 240 pL de agua, 15 pL de
la solucién de trabajo Folin ademas de 15 pL de cada extracto de igual manera por triplicado,
se introdujo la placa nuevamente y al cabo de 5 minutos de reaccion se le adicionaron 30 pL
de carbonato de sodio 1 N a todos los pocillos incluidos el blanco, se introdujo nuevamente
la placa y se dej6 reaccionar durante dos horas en oscuridad.

2.5 Capacidad antioxidante
2.5.1 ABTS

En primer lugar, se realizaron las disoluciones de las muestras, para la solucion madre
se pesaron 10 mg del extracto en un microtubo, al mismo se le adicionaron 250 uL de agua
ultrapura y 250 pL de metanol, en 7 microtubos aparte se colocaron 250 pL de agua ultrapura,
y 250 uL de la solucién anterior a esta, esto con el objetivo de diluir las muestras.

Por otro lado, para lo que es el control de la solucién de trabajo ABTS se siguio el
procedimiento descrito por Thaipong et al. (2006) con respectivas modificaciones, ademas
del protocolo lector de microplacas EPOCH2, en donde se selecciond el tipo de placa a utilizar
el cual fue Nunclon 96 flat bottom, se fij6 la temperatura a 25 °C con una agitacion shake
double orbital por 3:00 (HH:MM:SS) y una lectura de absorbancia de 734 nm.

Para la preparacion de la placa en primer lugar se afiadié el blanco por triplicado, el
cual consta de 270 pL de la solucion madre ABTS méas 30 pL de agua ultrapura, este se
introdujo al equipo y se leyd por 5 min, se retiré la placa y se afiadi6 al resto de pocillos 270
ML de solucién madre ABTS mas 30 pL de cada disolucion antes preparada, esto también se
afadio por triplicado. Se ingresé la placa en el equipo y se dejo reaccionar durante 1 hora en

oscuridad.
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2.5.2 FRAP

En un microtubo se pesaron 10 mg del extracto, al mismo se le adicionaron 250 pL de
agua ultrapura y 250 puL de metanol, mientras que en 3 microtubos aparte se colocaron 250
pL de la solucién 1:1 agua ultrapura-metanol, y 250 pL de la solucién anterior a esta con el
objetivo de realizar las disoluciones pertinentes.

Para la determinacion del poder de reduccion férrica (FRAP) se empleé el lector de
microplacas EPOCH2 con la placa Nunclon 96 flat bottom, em el sistema, se fij6 la
temperatura a 37 °C con una agitacion shake double orbital por 3:00 (HH:MM:SS) y una lectura
de absorbancia de 593 nm.

Para la lectura de las absorbancias de las muestras se preparé la microplaca
siguiendo el protocolo descrito por Thaipong et al. (2006) y Henderson et al. (2015). En primer
lugar, se realiz6 la lectura de blanco por triplicado, para ello en cada pocillo se adiciono 270
pL de solucién de trabajo FRAP y 30 uL de metanol, ademas de ello se realizé el control de
la absorbancia del estandar Trolox utilizado en la curva de calibracion (por triplicado), donde
se colocd 270 pL de solucién de trabajo FRAP y 30 L del estandar Trolox que corresponda,
se introdujo la microplaca al equipo y se dej6 reaccionar por 5 minutos.

Pasado ese tiempo se realizd la lectura de cada extracto por triplicado, siendo
entonces que en cada pocillo se colocaron 270 pL de la solucién de trabajo FRAP y 30 pL de
cada muestra a analizar, se dejé reaccionar durante 30 minutos en oscuridad, a 37°C y se
realizo la lectura de absorbancia a 593 nm.

2.5.3 DPPH

En primer lugar, se realizaron las disoluciones pertinentes, para ello en un microtubo
se pesaron 10 mg del extracto, al mismo se le adicionaron 250 pL de agua ultrapura 'y 250 pL
de metanol, mientras que en 3 microtubos aparte se colocaron 250 pL de la solucion 1:1 agua
ultrapura-metanol, y 250 pL de la solucién anterior, de tal manera que se llegé a una
disolucion 1:1000.

Para este procedimiento se siguio lo descrito por Thaipong et al. (2006) y Cheng et al.

(2006) con madificaciones, asi como también se hizo uso del lector de microplacas EPOCH2,
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en donde se selecciond el tipo de placa a utilizar el cual fue Nunclon 96 flat bottom, se fij6 la
temperatura a 20 °C con una agitacién shake double orbital por 3:00 (HH:MM:SS) y una lectura
de absorbancia de 515 nm.

Para la preparacion de la placa en primer lugar se colocé el blanco por triplicado,
adicionando 300 pL de metanol, asi como también el control de la solucion de trabajo DPPH
de igual manera por triplicado, para ello se colocaron 30 puL de metanol y 270 uL de solucion
de trabajo, por ultimo, se realiz6 un control de la absorbancia de un estandar de Trolox
utilizado en la curva de calibracién (por triplicado), en donde se colocaron 270 uL de solucién
de trabajo DPPH y 30 pL del estandar Trolox que corresponda. Una vez realizados los
respectivos controles se dio paso a la lectura de los extractos, para ello en el resto de los
pocillos se colocaron 270 pL de solucién de trabajo DPPH y 30 uL de cada extracto a analizar,
y se dejo reaccionar durante 1 hora en oscuridad, a 20°C.

2.6 Andlisis estadistico

Como ya se mencioné anteriormente, cada uno de los ensayos se realizd por
triplicado, por ello se obtuvieron un total de 12 muestras a analizar, asi como también la
determinacion de fenoles totales como la capacidad antioxidante se realizé por triplicado. La
comparacion de datos obtenidos se realiz6 en el programa Minitab 16 en donde se aplico el
analisis de la varianza ANOVA de un solo factor, empleando el 95% de confianza, ademas
de la prueba desarrollada a través Tukey para determinar la diferencia entre las medias
obtenidas, si el valor p es menor que 0.05, entonces se concluira que al menos una de las

técnicas de extraccion tiene efecto sobre las variables de respuesta.
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Capitulo tres

Anédlisis de resultados

3.1 Rendimiento de los extractos obtenidos

La aplicacién de la metodologia descrita en el capitulo anterior llevo a obtener cada
uno de los extractos correspondientes a los métodos de extraccion, dando como resultado 12
extractos del subproducto de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) los cuales fueron
analizados para determinar su capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales,
dichos resultados se evidencian en la tabla 3. Ademas de ello en el apéndice B se denotan

los valores mediante los cuales se obtuvo el rendimiento.
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Tabla 3

Rendimiento de extraccion de los diferentes métodos de extraccion de antioxidantes del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

] » Solvente Temperatura Tiempo  N° de muestras o Resultados
Método de extraccion Rendimiento (%)
(°C) (horas)
11.94
Maceracion con
o _ 45 6 2 11.70 ‘
agitacion continua
3 12.17
1 18.25
Maceracion asistida con
_ 60 05 2 19.76
ultrasonido
3 19.01
EtOH-H20 1 28.69
Maceracién asistida con 2 27.42
) 100 1
microondas
3 27.63
14.59
A . 2 10.80
Liquido presurizado 60 14

3 12.69
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Bajo el disefio experimental empleando y ejecutado en el programa Minitab 16, se
aplico el ANOVA para los valores del rendimiento obtenido en cada método de extraccion
(Ver aprendice C), tras aplicarlo, se obtuvieron los resultados que se denotan en la tabla 4.

Tabla 4

Resultados del ANOVA para el rendimiento de las diferentes técnicas

de extraccion

Método de extraccion Rendimiento (%)
Maceracion con
o ) 11.94+0.23°¢
agitacién continua
Maceracion asistida con 19.01+0.768
ultrasonido
Maceracion asistida con 27.91 £ 0.684
microondas
Liquido Presurizado 12.70+1.90¢

Nota. Cada valor representa a la media y desviacion estandar respecto
a las tres replicas realizadas. Las medias que no tengan una misma
letra mayuscula son significativamente diferentes para Tukey.

Tras aplicar el andlisis de varianza de un solo factor se dio a denotar que a las
condiciones de experimentacion (método de extraccion), las respuestas mostraron diferencia
estadistica significativa (p<0.05), es decir que, respecto a los valores de las medias obtenidas,
se tiene que maceracion asistida con microondas presentdé un mayor rendimiento con
respecto a las otras tres técnicas de extraccion (27.91 £ 0.68 %). Este método es una técnica
eficaz y econémica para extraer compuestos de interés a escala de laboratorio, resultando
ser mas eficaz que los métodos convencionales, tiene mayores rendimientos, requiere de
menos tiempo y el consumo de solvente es menor (Martino et al. 2006). La maceraciéon
asistida con microondas puede presentar un mayor rendimiento en comparacion con otras
técnicas de extraccion debido a sus propiedades especificas, una de ellas es la capacidad de
las ondas para generar calor de manera selectiva en componentes polares puede mejorar la
eficiencia en la ruptura celular, facilitando asi la liberacion de antioxidantes, ademas, la

aplicacion de esta técnica suele implicar tiempos de procesamiento mas cortos, acelerando
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la difusibn de compuestos bioactivos y contribuyendo a un proceso mas rapido sin
comprometer la eficacia de la extraccion.

Ademas de ello, segun Soto & Rosales (2016), el rendimiento de una extraccion
depende en su mayoria de la polaridad del disolvente, de la composicién quimica de los
componentes a extraer, el tamafio molecular y de factores como la temperatura, tamafio de
particula, tiempo de contacto con el disolvente, relacion solvente/masa y la concentracién del
disolvente. En el estudio realizado por D’Alessandro et al. (2014) demostraron que los
rendimientos de extraccion obtenidos utilizando etanol al 50% fueron aproximadamente 3
veces superiores a los obtenidos en extracciones acuosas, debido a ello, en la presente
investigacion se planted el uso de la relacién etanol/agua (50/50 v/v) para todas las
extracciones.

Por otro lado al comparar los valores de rendimiento obtenidos se evidencia que se
obtuvo un mayor valor respecto al reportado por Guaman (2022) en su estudio de la
“Evaluaciéon de la actividad antioxidante y antimicrobiana de la hoja y fruto del mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth) frente a bacterias patégenas (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Listeria monocytogenes)”, en el mismo se presentd un valor de
11.19 + 0.007 % mediante una extraccion por macerado, mientras que, en la presente
investigacion, maceracion asistida por microondas representa el doble de este valor 27.91 +
0.68% evidenciando mejoras en este parametro.

3.2 Fenoles totales
De la misma manera se realiz6 el analisis estadistico ANOVA, en el programa Minitab

16 (Ver aprendice C), donde se obtuvieron los resultados que se exponen en la tabla 5.
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Tabla 5
Resultados del contenido de fenoles totales para las diferentes

técnicas de extraccion

i » Contenido de fenoles totales
Método de extraccion o .
mgE (Acido galico) /g extracto

Maceracion con

o , 3.37 £ 0.07A
agitacion continua
Maceracion asistida con 3.63 +0.144
ultrasonido
Maceracion asistida con 3.17 + 0.36#
microondas
Liquido Presurizado 3.03 £ 0.504

Nota. Cada valor representa a la media y desviacién estandar
respecto a las tres replicas realizadas. Las medias que tengan una
misma letra mayuscula no son significativamente diferentes.

Respecto a las absorbancias obtenidas en los ensayos para fenoles totales, se
realizaron los célculos pertinentes, los mismos que arrojaron los resultados descritos en la
tabla 5, donde se determiné que a las condiciones de experimentacion no se evidencié una
diferencia significativa (p>0.05) debido al método de extraccién respecto contenido de fenoles
totales. Lo reportando en la anterior tabla, difiere con un estudio reportado por Pingret et al.
(2012), en donde compararon la extraccion convencional (maceracion) y la extraccién asistida
por ultrasonido de compuestos fendlicos totales de residuos de manzana, los resultados
mostraron que la extraccion asistida por ultrasonido fue mas eficaz que la maceraciéon
convencional, con un aumento de mas del 30% en la cantidad de compuestos fendlicos
extraidos.

3.3 Capacidad antioxidante de los extractos
Tras aplicar el analisis estadistico ANOVA, empleando las pruebas de Tukey, en el

programa Minitab 16 (Ver apéndice C), se tienen los resultados expresados en la tabla 6.
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Tabla 6

Resultados de la capacidad antioxidante para las diferentes técnicas de extraccién

Método de ABTS FRAP DPPH
extraccion mgE (Trolox)/ g extracto
Maceracion con
o ) 10.04 £ 0.124A 10.88 £ 0.18B 8.33+0.014
agitacién continua
Maceracion asistida 10.81+£1.394 17.70£0.75A 8.21+1.324
con ultrasonido
Maceracion asistida 6.56+ 1.258B 9.17+0.84¢ 4.65 +0.518
con microondas
Liquido Presurizado 1146 £1.14 A 11.01+0.188B 9.72+0.94 A

Nota. Cada valor representa a la media y desviacion estandar respecto a las tres replicas realizadas.

Las medias que no tengan una misma letra mayuscula son significativamente diferentes para Tukey.

Para cada una de las pruebas empleadas como ABTS, FRAP y DPPH, se determiné
cual presenté mejor resultado con relacién a las técnicas de extraccion, se emplearon las
curvas de calibracion que se presentan en el Apéndice D, por otro lado, los resultados de
estos se discuten en los apartados siguientes.

3.3.1 ABTS

Bajo el disefio experimental realizando el analisis ANOVA para el ensayo ABTS, se
determin6 que existe una diferencia significativa (p<0.05) entre los resultados. La extraccion
asistida con microondas mostré el menor resultado 6.56 + 1.25 mgE (Trolox)/g extracto,
mientras que el resultado fue similar para las otras tres técnicas de extraccion entre 10.04 +
0.12 mgE (Trolox)/g extracto y 11.46 + 1.14 mgE (Trolox)/g extracto. Estos resultados resultan
cercanos al reportado por Vasco et al. (2009), quienes reportaron un valor de 12 mgE
(Trolox)/g de extracto.

El decrecimeinto de la medida de actividad antioxidante por las técnicas de extraccion
se puede explicar debido a que la maceracion asistida con microondas puede causar la
degradacién de los compuestos antioxidantes, debido a que utiliza ondas electromagnéticas
de alta frecuencia para calentar el material vegetal, este calentamiento puede causar la

degradacién de los compuestos antioxidantes de varias maneras, como, por ejemplo: la
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ruptura de las estructuras moleculares de los compuestos antioxidantes, la formacién de
radicales libres, que pueden reaccionar con los compuestos antioxidantes y destruirlos y por
ultimo la modificacién de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos antioxidantes, lo
gue puede dificultar su extraccion.

3.3.2 FRAP

De la misma manera, respecto al ensayo FRAP, se determind que existe una
diferencia significativa (p<0.05) de dichos resultados, se asevera que “maceracion asistida
con ultrasonido”, presentd una respuesta mas alta, presentado un valor de 17.71 £ 0.75
mgE(Trolox)/g extracto. La respuesta para maceracion con agitacion continua y liquido
presurizado fue similar con un valor promedio de 10 mgE(Trolox)/g extracto, y el peor
resultado fue obtenido con maceracién asistida con microondas 9.17 + 0.84 mgE(Trolox)/g
extracto.

Este comportamiento fue similar e incluso mayor a lo reportado por Alarcén (2018), el
cual empleo maceracion usando como solvente de extraccion metanol-agua proporcion
80:20 v/v, para el extracto de mortifio, este Ultimo presenté un valor de 8.09 mgE (Trolox)/ g
de extracto. Segun como lo mencionan Reategui et al. (2014) esto puede corresponder a que
el ultrasonido genera reduccién de particulas haciéndolas mas pequefias y liberando sus
compuestos.

En los estudios realizados, por D’Alessandro et al. (2014), se sugiere que es
importante conocer la cinética de extraccion de las moléculas objetivo y el tiempo de
extraccién necesario para obtener un rendimiento determinado, para su trabajo establecié
gue a altas temperaturas se observo una disminucion del rendimiento de antocianinas con el
tiempo, lo que su degradacion térmica en tales condiciones. Es por ello que, para mejorar
esta técnica de extraccion se plantea emplear una menor temperatura a la establecida (60°C),
debido a que para el caso de la Aronia Melanocarpa a 70°C ya se presenté una degradacion

significativa de antocianinas, atribuida a esta degradacion térmica.
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3.3.3 DPPH

Por ultimo, para el ensayo DPPH, se lleg6 a la respuesta de que existe una diferencia
significativa (p<0.05) entre los datos empleados, tal como se muestra en la tabla 6, la
extraccion realizada mediante maceracion asistida con microondas mostro el menor resultado
4.65 % 0.51 mgE (Trolox)/g extracto, mientras que, por otro lado, los resultados de las otras
técnicas fueron similares, colocandose en rangos de 8.21 + 1.32y 9.72 + 0.94 mgE (Trolox)/g
extracto.

Los frutos del género Vaccinium se caracterizan por poseer una gran cantidad de
diferentes compuestos con actividad antioxidante (Netzel et al., 2006), los resultados tienen
concordancia con lo mostrado por Alarcon (2018) en su estudio de la composicion quimica y
capacidad antioxidante de un extracto polifendlico del mortifio proveniente de diferentes
regiones del ecuador, en donde reporto un valor de 9 mgE (Trolox)/g de extracto. Ademas,
para este punto es importante destacar que la variabilidad de la actividad antioxidante puede
verse afectada por el nivel de madurez de los frutos y hojas y la temperatura al cual se

almacena el extracto (Alvarez et al., 2016).
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Conclusiones

Se demostré que la eleccion de la técnica de extraccion influye significativamente en
el rendimiento de los extractos obtenidos, asi como en su capacidad antioxidante y contenido
de fenoles totales, es por ello que se logré realizar las cuatro técnicas de extraccion
planteadas como es el caso de maceracion con agitacién continua, maceracion asistida con
ultrasonido, maceracién asistida con microondas y liquido presurizado

Tras realizar los ensayos se tiene que tanto maceracion con agitacion continua, con
valores de 10.04 + 0.12 y 8.33 = 0.01 mgE (Trolox)/g extracto, maceracién asistida con
ultrasonido 10.81 + 1.39y 8.21 + 1.32 mgE (Trolox)/g extracto, y liquido presurizado 11.46 +
1.14y 9.72 + 0.94 mgE (Trolox)/g extracto, como mejores técnicas de extraccion evaluadas
en ABTS y DPPH respectivamente, mientras que la extraccion por maceracién asistida con
microondas mostré el menor valor.

Para el andlisis FRAP se determin6 a la técnica de maceracion asistida con
ultrasonido como mejor técnica de extraccion con un valor de 17.70 + 0.75 mgE (Trolox)/g
extracto.

Por ultimo, para fenoles totales se establecié que estos no se vieron significativamente

afectados por las técnicas de extraccion.
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Recomendaciones

Aunque se evaluaron cuatro técnicas de extraccion en este estudio, existen otras
técnicas que podrian ser evaluadas para la extraccion de antioxidantes del mortifio, por ello
se recomienda emplear la extraccion con CO; supercritico para determinar el efecto que estas
generan.

Se recomienda estudiar la estabilidad de los antioxidantes extraidos del mortifio en
diferentes condiciones de almacenamiento y procesamiento, para determinar su viabilidad
como ingredientes en la industria alimentaria y farmacéutica.

Para finalizar es recomendable que los diferentes extractos se encuentren
almacenados en continua refrigeracion y envases ambar, de tal manera que puedan ser Utiles

para futuras investigaciones.
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Apéndice A. Procesos de extraccion de antioxidantes del mortifio

Figura Al

Diagrama del proceso de maceracién con agitacion continua
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Figura A2

Diagrama del proceso de maceracion asistida con ultrasonido
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Figura A3

Diagrama del proceso de maceracion asistida con microondas
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Figura A4

Diagrama del proceso de liquido presurizado
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Nota. Elaboracion propia
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Apéndice B. Rendimiento de cada uno de los procesos de extraccién

Célculo del rendimiento para maceracion con agitacidn continua

peso del extracto (g)

%Rendimiento = 100

peso de la muestra inicial empleada (g) .

7.16
%Rendimiento = ETE 100

%Rendimiento = 35.81
Célculo del rendimiento para maceracién asistida con ultrasonido

peso del extracto (g)
peso de la muestra inicial empleada (g)

%Rendimiento = 100

5.7
%Rendimiento = E 100

%Rendimiento = 57.03
Célculo del rendimiento para maceracién asistida con microondas

peso del extracto (g)
peso de la muestra inicial empleada (g)

%Rendimiento = 100

o 30.14
%Rendimiento = ? 100

%Rendimiento = 83.74
Célculo del rendimiento para liquido presurizado

peso del extracto (g)
peso de la muestra inicial empleada (g)

%Rendimiento = 100

7.6
%Rendimiento = 2—0 100

%Rendimiento = 83.74
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Tabla B1

Resultados del rendimiento de maceracién con agitacion continua

Maceracidén con agitacién continua

Ensayo
Peso extracto (g) Rendimiento (%)
2.39 11.94
2.34 11.70
3 2.43 12.17
Total 7.16 35.81

Nota. Los numerales del 1-3 representan cada uno de los

triplicados realizados

Tabla B2

Resultados del rendimiento de maceracion asistida con ultrasonido

Maceracidén con agitaciéon continua

Ensayo
Peso extracto (g) Rendimiento (%)
1.83 18.25
1.98 19.76
3 1.90 19.01
Total 5.70 57.03

Nota. Los numerales del 1-3 representan cada uno de los

triplicados realizados

Tabla B3

Resultados del rendimiento de maceracion asistida con microondas

Maceracion con agitacién continua

Ensayo
Peso extracto (g) Rendimiento (%)
1 10.33 28.69
9.87 27.42
3 9.94 27.63
Total 30.14 83.74

Nota. Los numerales del 1-3 representan cada uno de los

triplicados realizados



Tabla B4

Resultados del rendimiento de liquido presurizado

Maceracidén con agitacién continua

Ensayo
Peso extracto (g) Rendimiento (%)
2.92 14.49
2.16 10.80
3 2.54 12.69
Total 7.62 38.09

Nota. Los numerales del 1-3 representan cada uno de los

triplicados realizados
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Apéndice C. Andlisis de la varianza ANOVA para cada ensayo
Tabla C1

Método de Tukey para el efecto del rendimiento sobre la extraccién

EXT N Media Grupo
3 3 27.91 A
2 3 19.01 B
4 3 12.70 C
1 3 11.94 C

Nota. El numero 1 representa a maceracién con agitacion continua,
el numero 2 corresponde a maceracion asistida con ultrasonido, el
namero 3 representa a maceracion asistida con microondas y el
namero 4 representa a liquido presurizado. Las letras diferentes

presentan diferencias significativas entre sus medias

Tabla C2

Método de Tukey para el efecto de fenoles totales sobre la extraccion

EXT N Media Grupo
2 3 3.63 A
1 3 3.37 A
3 3 3.17 A
4 3 3.03 A

Nota. El numero 1 representa a maceracién con agitacion continua,
el numero 2 corresponde a maceracion asistida con ultrasonido, el
ndmero 3 representa a maceracion asistida con microondas y el
namero 4 representa a liquido presurizado. Las letras diferentes

presentan diferencias significativas entre sus medias
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Tabla C3

Método de Tukey para el efecto del reactivo ABTS sobre la extracciéon

EXT N Media Grupo
4 3 11.46 A
2 3 10.80 A
1 3 10.04 A
3 3 6.56 B

Nota. El numero 1 representa a maceracion con agitacion continua,
el nimero 2 corresponde a maceracion asistida con ultrasonido, el
namero 3 representa a maceracion asistida con microondas y el
namero 4 representa a liquido presurizado. Las letras diferentes

presentan diferencias significativas entre sus medias

Tabla C4

Método de Tukey para el efecto de FRAP sobre la extraccion

EXT N Media Grupo
2 3 17.71 A
4 3 11.01
1 3 10.89
3 3 9.17 C

Nota. El numero 1 representa a maceracion con agitacion continua,
el nimero 2 corresponde a maceracion asistida con ultrasonido, el
ndmero 3 representa a maceracion asistida con microondas y el
namero 4 representa a liquido presurizado. Las letras diferentes

presentan diferencias significativas entre sus medias
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Tabla C5

Método de Tukey para el efecto del reactivo DPPH sobre la extraccion

EXT N Media Grupo
4 3 9.72 A
1 3 8.32 A
2 3 8.21 A
3 3 4.65 B

Nota. El numero 1 representa a maceracién con agitacion continua,
el nimero 2 corresponde a maceracion asistida con ultrasonido, el
ndmero 3 representa a maceracion asistida con microondas y el
namero 4 representa a liquido presurizado. Las letras diferentes

presentan diferencias significativas entre sus medias
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Apéndice D. Curvas de calibracion para cada determinar la capacidad antioxidante

Figura D1

Curva de calibracién para ABTS

ABTS standard curve
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Figura D2

Curva de calibracion para DPPH

DPPH standard curve
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Figura D3

Curva de calibracién para FRAP

FRAP standard curve
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Nota. Elaboracion propia
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