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Resumen

Se realizé diferentes extracciones de la chijchipa, Tagetes mandonii, para determinar la
combinacién de niveles de los parametros con la que se logra una extraccion 6ptima de
flavonoides. Se utiliz6 el método de extraccion por reflujo y los flavonoides se cuantificaron
mediante el método espectrofotométrico de formacion de un complejo con el cloruro de
aluminio, los resultados fueron expresados en mg de equivalente de quercetina (EQ)/g
materia vegetal seca (MS). Para el disefio del experimento y el andlisis de los resultados
se utilizé el método de superficie respuesta con un disefio compuesto central con 3
variables, con dos niveles, las cuales fueron las siguientes: concentracion de metanol, de
20 a 80%; temperatura de extraccion, de 60 a 80°C; y relacién solvente/MS, de 20 ml/g a
40 ml/g. No se alcanzé un punto 6ptimo de contenido de flavonoides, pero se logré un
contenido maximo cuando la concentracion de metanol, temperatura de extraccion y
relacion solvente/MS fueron de 99%, 87°C y 46.79 ml/gr respectivamente. Se realizé una
comparacion entre el resultado dado por el programa (62.838 mg EQ/g MS) y el obtenido
experimentalmente del punto maximo (56.203 mg EQ/g MS), siendo estos bastantes
cercanos. Se concluye que, si bien no se pudo encontrar una combinacion de los niveles
de los parametros con la que se logra un valor 6éptimo en el contenido de flavonoides, se
logré6 una mejor extraccion y se maximizd el contenido de flavonoides obtenido de la

chijchipa.

Palabras clave: Chijchipa, Tagetes mandonii, Flavonoides, Reflujo, Optimizacion,

Superficie respuesta, Disefio compuesto central.



Abstract

Different extractions of the chijchipa, Tagetes mandonii, were carried out to determine the
combination of levels of the parameters that achieves an optimum extraction of flavonoids.
The extraction method was reflux and the flavonoids were quantified by the
spectrophotometric method of the aluminum chloride complex formation, the results were
expressed in mg of quercetin equivalent (QE) / g dry plant material (DM). For the design of
the experiment and the analysis of the results, the response surface method was used with
a central composite design with 3 variables, with two levels, which were the following:
concentration of methanol, from 20 to 80%; extraction temperature, from 60 to 80 ° C; and
solvent /DM ratio, from 20 ml / g to 40 ml / g. An optimum content of flavonoids was not
reached, but a maximum content was achieved when the concentration of methanol,
extraction temperature and solvent / MS ratio were 99%, 87 °C and 46.79 ml / gr
respectively. A comparison was made between the result given by the program (62,838 mg
EQ / g DM) and the one obtained experimentally from the maximum point (56,203 mg EQ /
g DM), these being quite close. It is concluded that, although it was not possible to find a
combination of the levels of the parameters that achieves an optimum value in the flavonoid
content, a better extraction was achieved and the flavonoid content obtained from the

chijchipa was maximized.

Key words: Chijchipa, Tagetes mandonii, Flavonoids, Reflux, Optimization, Response

surface, Central composite design.
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Introduccién

En ciertas comunidades andinas se consumen las plantas que crecen a los alrededores de
la zona para satisfacer sus necesidades nutricionales, reemplazando en parte a las
verduras y hortalizas, las cuales son fuentes importantes de vitaminas, minerales y otros

compuestos (Pauro et al., 2011).

Una de estas plantas es denominada chijchipa, cuyo nombre cientifico es Tagetes
mandonii, con el sinbnimo Tagetes maxima (The Plant List, 2013). Las hojas y brotes de
las hierbas del género Tagetes son utilizadas en los andes como condimentos en sopas,
guisos, chupes y asados debido a las cualidades aroméaticas que poseen (Ulloa, 2006).
Ademas, se realizaron estudios donde se ha encontrado que una gran cantidad de
especies del género Tagetes contienen flavonoides en una buena concentracion,
especificamente flavonoles, como derivados de la quercetina. Shahzadi y Mohammad
(2015) afirmaron como los componentes mayoritarios en la Tagetes minuta son los aceites
esenciales y los flavonoles. También se reporto en la Tagetes mandonii estos componentes
(Shcmeda-Hirschmann et al., 2004).

Los flavonoides son compuestos fendlicos, los cuales contienen en su estructura quimica
varios grupos hidroxilo, ademas de tener excelentes propiedades de quelacién de hierro y
otros metales. Esto les brinda cualidades antioxidantes y los hace excelentes para tratar
diversas enfermedades como céancer, aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas,
vasculares y gastricas. Ademas de esto, los flavonoides tienen otros efectos beneficiosos
como regulacion del crecimiento celular e induccion de enzimas de detoxificacion. Estos
compuestos no son producidos por nuestro cuerpo, por lo que se deben obtener a traves
de nuestra dieta (Martinez-Fléres, Goénzales-Gallego, Culebras y Tufion, 2002). Es
evidente la importancia de una fuente de flavonoides en nuestra alimentacion, en este rol

podria estar presente la chijchipa.

El objetivo de esta investigacion es determinar la combinacion de niveles de las variables
con la que se logra una extraccion 6ptima de la Tagetes mandonii. Es decir que se busca

obtener un valor 6ptimo para el contenido de flavonoides extraido de la materia vegetal.



Problema de investigacion

Planteamiento del problema

La chijchipa es utilizada como una planta alimenticia y medicinal en ciertas comunidades
andinas(Pauro et al., 2011). Ademas, las especies de este genero contienen flavonoides,
los cuales son compuestos secundarios de las plantas con propiedades antioxidantes y por
lo tanto con una gran variedad de beneficios para la salud. Estas caracteristicas, le darian
a la chijchipa la denominacion de alimento funcional, lo cual la haria cumplir un rol muy

importante en la dieta de las personas.

El mercado de los alimentos funcionales se esta expandiendo y creciendo en demanda. En
diferentes paises es cada vez mayor el consumo de suplementos dieteticos y alimentos
gue no solo nutran, sino que aporten un beneficio a la salud. Existen diferentes formas en
las que se consumen los alimentos funcionales y suplementos dieticos, algunas son las
siguientes: bebidas energeticas, enriquecidas con vitaminas y antioxidantes; te listos para
beber; yogurt probioticios; preparaciones en polvo de fruta, vegetales, vitaminas o algas,
listas para ser consumidas; capsulas que contienen una mezcla de raices, frutas y
vegetales; barras de cereal y snacks, con un alto contenido de fibra; alimentos enriquecidos
con acidos grasos esenciales como omega 3, por ejemplo huevos; y extractos con
beneficios para el cabello y piel. Cada uno de los diferentes productos esta dirigido a un
publico especifico y de esta manera se pretender brindar productos saludables a personas
de todas las edades. En los ultimos afios se incremento el numero de personas con
enfermedades como obesidad, diabetes e hipertensién en paises como Estados Unidos,
Canada, Francia y Mexico. Esto ocasiona un creciente nimero de personas que opten por
consumir productos relacionados con la salud (Leal, 2016). Es en este contexto que la
chijchipa podria ser utilizada y formar parte de un suplemento o producto, debido a los
componentes que posee, con lo cual contribuiria a la salud, estado de animo y bienestar

de los consumidores.

Sin embargo, la Tagetes mandonii, asi como muchas plantas andinas, es muy poco
conocida y utilizada fuera de su zona de origen (Ulloa, 2006). Su uso de forma comercial
no es conocido y se considera que merece mayor atencion. Por lo cual, un estudio de esta
planta seria un paso importante para su difusion, para aprovechar las propiedades que

posee y como punto de partida para proyectos que quieran usarla como tema de estudio.



Problema general

¢,Cual es la combinacion de niveles de los pardmetros con la que se logra una extraccion

optima de la Tagetes mandonii?

Problemas especificos

Problema especifico 1:

¢, Cudl es el nivel de la relacion solvente/materia vegetal seca (MS) con él que se logra un

valor 6ptimo en el contenido de flavonoides?

Problema especifico 2:

¢,Cual es el nivel de la concentracion de metanol con él que se logra un valor 6ptimo en el

contenido de flavonoides?

Problema especifico 3:

¢,Cudl es el nivel de la temperatura de extraccion con él que se logra un valor 6ptimo en

el contenido de flavonoides?

Problema especifico 4:

¢, Cual es la diferencia entre el contenido de flavonoides de la Tagetes mandonii y otras

especies de este género?



Objetivos
Objetivo general
Realizar diferentes extracciones de la Tagetes mandonii y determinar la combinacién de
niveles de los parametros con la que se logra un valor 6ptimo en el contenido de
flavonoides.
Objetivos especificos

Objetivo especifico 1:

Determinar el nivel de la relacién solvente/MS con el que se logra un valor éptimo en el

contenido de flavonoides.

Objetivo especifico 2:

Determinar el nivel de la concentracién de metanol con el que se logra un valor éptimo en

el contenido de flavonoides.

Objetivo especifico 3:

Determinar el nivel de la temperatura de extraccién con el que se logra un valor éptimo en

el contenido de flavonoides.

Objetivo especifico 4:

Analizar la diferencia entre el contenido de flavonoides de la Tagetes mandonii y otras

especies de ese género.



Justificacion

La presencia de flavonoides en la chijchipa, asi como el importante aporte para la salud de
estos, hace que esta planta pueda tener usos en las siguientes industrias: industria
farmacéutica, como fuente de compuestos bioactivos para cépsulas, medicamentos,
productos de cuidado personal y suplementos nutricionales; industria alimentaria, como
una hierba o condimento que puede formar parte de la dieta de las personas y como parte

de la formulacién de diversos productos como aderezos, bebidas y mezclas para comida.

Ademads, la investigacion serviria como un medio de difusién de la chijchipa, que es solo
utilizada y conocida en zonas andinas. Finalmente, las investigaciones que se realizaron
previamente con la Tagetes mandonii solo extrajeron compuestos fendlicos de esta o
analizaron los compuestos que posee, no se encontré ninguna que optimice la extraccion

de flavonoides obtenida.

Hipotesis
Hipotesis general
Hi: Es posible determinar la combinacion de niveles de los pardmetros de extraccién con
la que se logra un valor 6ptimo en el contenido de flavonoides extraido de la Tagetes
mandonii.
Ho: No es posible determinar la combinacion de niveles de los parametros de extraccion
con la que se logra un valor éptimo en el contenido de flavonoides extraido de la Tagetes
mandonii.
Hipdtesis especificas

Hipotesis especifica 1:

Hi: Es posible determinar el nivel de la relacién solvente/MS con el que se logra un valor

Optimo en el contenido de flavonoides.



Ho: No es posible determinar el nivel de la relacion solvente/MS con el que se logra un

valor 6ptimo en el contenido de flavonoides.

Hipotesis especifica 2:

Hi: Es posible determinar el nivel de la concentracion de metanol con el que se logra un

valor 6ptimo en el contenido de flavonoides.

Ho: No es posible determinar el nivel de la concentracion de metanol con el que se logra

un valor 6ptimo en el contenido de flavonoides.

Hipotesis especifica 3:

Hi: Es posible determinar el nivel de la temperatura de extraccién con el que se logra un

valor 6ptimo en el contenido de flavonoides.

Ho: No es posible determinar el nivel de la temperatura de extraccién con el que se logra

un valor éptimo en el contenido de flavonoides.

Hipotesis especifica 4:

Hi: Existe una similitud entre el contenido de flavonoides de la Tagetes mandonii y otras

especies de ese género.

Ho: No existe una similitud entre el contenido de flavonoides de la Tagetes mandonii y

otras especies de ese género.



Antecedentes

En el trabajo de Parejo, Bastida, Viladomat y Codina (2005), se extrajeron derivados de la
guercetagetina, la cual es un flavonoide, y se determiné la cantidad total de compuestos
fenolicos de diferentes extractos obtenidos a partir de la Tagetes maxima, se utilizo
diferentes solventes con diversas polaridades como metanol, hexano y etil acetato. Se
usaron diferentes radicales para medir la actividad antioxidante de cada extracto como el
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), hidroxilo (OH) y superoxido (03). El objetivo fue extraer
compuestos de alta actividad antioxidante de la Tagetes maxima. El trabajo también
menciona como los tallos y hojas de esta planta son usados por las personas indigenas de
la regibn de Cochabamba (Bolivia) como sazonador, medicina para problemas

estomacales y para la preparacion de bebidas.

Lorenzo, Loayza y Dellacassa (2002) estudiaron la composicion del aceite esencial de la
Tagetes maxima. Se menciono las caracteristicas de la chijchipa, asi como el hecho que
es utilizada como hierba alimenticia y medicinal. El trabajo logré obtener los componentes
del aceite esencial de la planta y asi la caracteriz6 y diferencié. Es importante mencionar
como toda la literatura apunta a que la chijchipa es oriunda de zonas altoandinas, dado

gue los trabajos y fuentes la ubican en cuzco, puno y bolivia.

Respecto al metodo de superficie respuesta, se tiene el trabajo de Ghasemzadeh y Jaafar
(2014), en el cual se optimizaron las condiciones de extraccién para obtener una mayor
cantidad de flavonoides, compuestos fenolicos y actividad antioxidante para las hojas de
Pandan (Pandanus amaryllifoliu Roxb.). Se estudio los factores de relacion entre la
cantidad de disolvente y materia vegetal, concentracién de metanol y temperatura de
extraccion; los cuales se tomaran como guia en el trabajo a realizar, pero utilizando la
chijchipa, la cual es mucho menos conocida y difundida pero se sabe contiene
componentes biaoctivos valiosos. El trabajo mencionado utilizo conceptos y herramientas
estadisticas y de disefio de experimentos que también seran utilizadas en la presente
investigacion para lograr la optimizacion; estas son las siguientes: disefio de arreglo
factorial, modelo de regresion, disefio central compuesto y grafica de la superficie

respuesta.



Revisidon bibliografica
La chijchipa
Nombre comun y cientifico.

La Tagetes Mandonii Sch. Bip. tiene como nombre comun el de chijchipa (L.Herrera,
1939; Pauro et al.,, 2011; Roersch y Van Der Hoogte, 1988 citado en Senatore,
D'Agostino y Dini, 1999; Ugas, 2014). Los nhombres cientificos de Tagetes Mandonii Sch.
Bip. Ex Klatt y Tagetes Maxima Kuntze son sinonimos (Bolivia Catalogue, 2009; The
Plant List, 2013). Ademés, esta Ultima denominacion, Tagetes maxima, también es
conocida con el nombre comun de “Suico Alto” (Lorenzo et al., 2002; Parejo et al., 2003).
Sin embargo, se encontraron fuentes donde se le da el nombre comun de Chijchipa a
otras especies como Tagetes Minuta(Huacatay) o Tagetes Elliptica(Chincho), otras
donde se las trato como especies diferentes, cada una con su respectivo nombre comun
y cientifico; y otras donde se le otorgo nombres comunes de otras especies a la Tagetes
Mandonii, como los ya mencionados. Esto probablemente es debido a las similitudes
que hay entre ellos al ser del mismo genero. Es por este motivo que solo se trabajé con
fuentes donde se haga mencién de los nombres cientificos Tagetes Mandonii Sch. Bip.,
Tagetes Mandonii Sch. Bip. Ex Klatt y Tagetes Maxima Kuntze, al referirse estos a la
misma planta. Se hace esto con el objetivo de aportar informacion veridica y no

contribuir a la confusiéon entre denominaciones.

Clasificacion taxonémicay descripcion.
Clasificacion taxonémica.

- Division: Antophyta

- Clase: Dycotyledonae

- Super — Orden: Asteranae

- Orden: Asterales

- Familia: Asteraceae

- Sub - Familia: Asteroideae

- Tribu: Helenieae

- Género: Tagetes

- Especie: Mandonii Sch. Bip. Ex Klatt



Descripcién.

Segun Kuntze (1898), la Tagetes maxima es un arbusto o Sub-arbusto ramificado sin
pelo de aproximadamente 2 metros de altura. Posee hojas compuestas pinnadas,
lanceoladas con unién sésil; las mas bajas son pequefias, con aproximadamente 1 —
1 % cm de largo; las superiores poseen el doble al triple del tamafio (1:6). Son
groseramente serradas con muchas puntas hasta el raquis. La inflorescencia tiene
forma de corimbo con un largo de 1 1/3 cm y las flores no son sésiles. El involucro
tiene aproximadamente 1 cm de largo y 4-5 mm de ancho, es ranurado, punteado,
corto con 5 dientes agudos. Flores amarillas de 8 mm de largo descubiertas, ligula
de 4 mm de largo y papus de 2 — 2 2 mm de largo, puntiagudo y palido.

Figura 1. Chijchipa (Tagetes mandonii)



Habitat.

La chijchipa es una planta nativa de zonas andinas. Asociada a Peru en la provincia de
Cuzco (L.Herrera, 1939; Senatore et al., 1999); pero también en la provincia de Puno,
donde es utilizada como especie alimenticia y medicinal (Pauro et al., 2011). Las alturas
donde se realizaron las investigaciones citadas estan en el rango entre los 3500 — 4800

msnm.

Esta planta también es vinculada con Bolivia (Lorenzo et al., 2002; Parejo et al., 2003).
Haciendo énfasis en la provincia de Cochabamba que se encuentra en un rango de
2000-3500 msnm.

Usos.

Se reporto que la chijchipa es usada como especie condimentaria y aromatica para
sazonar sopas, comidas y como bebida por las personas de la region (Lorenzo et al.,
2002; Pauro et al., 2011).

También se encontrd que es usada en las zonas andinas como especie medicinal para
tratar malestares estomacales, malestares respiratorios, como antiespasmadico, para
malestares gastrointestinales y por sus propiedades antidiarreaicas (Lorenzo et al.,
2002; Pauro et al., 2011; Roersch y Van Der Hoogte, 1988 citado en Senatore et al.,
1999).

Composicién nutricional.

Tabla 1
Composicion Nutricional de 100 gr de Chijchipa (Tagetes Mandonii)
Nutrientes Cantidad
Energia (kcal) 45
Agua (g) 85.3
Proteina (g) 3.3
Grasa Total (g) 0.4
Carbohidratos Totales (g) 9.3
Carbohidratos disponibles (g) 9.3
Fibra cruda (g) 1.8
Cenizas (9) 1.7
Calcio (mg) 335
Fosforo (mg) 57
Zinc (mg) -
Hierro (mg) 8.3
B Caroteno (ug) -
Retinol(ug) 189
Vitamina A (ug) -
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Tiamina (mg) 0.06
Riboflavina (mg) 0.43

Niacina (mg) 1.02
Vitamina C (mg) 70

Fuente: (Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos, 2008)

Antioxidantes

Definicion.

Para entender la definicibn de antioxidantes, es importante entender el concepto de
radical libre. Un radical libre es una especie quimica, que tiene una vida de unos
microsegundos, la cual tiene uno o méas de sus electrones no apareados y necesita
quitarles electrones a otras moléculas para poder estabilizarse (Nufiez, 2011 citado en
Coronado, Vega, Gutiérrez, Vazquez y Radilla, 2015; Gutiérrez, Ledesma, Garcia y
Grajales, 2007; Hansberg, 2002 citado en Quintanar y Calderén, 2009; Cheesman, 1998
citado en Venereo, 2002). Esto lo hace bastante inestable y reactivo, por lo cual puede
reaccionar con todo lo que lo rodea y asi causar dafio a macromoléculas y membranas
a través de efectos como peroxidacion lipidica, entrecruzamiento de cadenas de
proteinas y dafio al ADN mediante mutaciones y carcinogénesis (Llancari, 2011 citado
en Coronado et al., 2015; Cervantes, 2005 citado en Quintanar y Calderén, 2009; Jerlick,
2000 citado en Venereo, 2002). Un radical libre reacciona en forma de cadena, porque
al estabilizarse oxidando otra molécula, se crea un nuevo radical libre, que a su vez
también oxida a otras moléculas y el efecto se multiplica (Hansberg, 2002 citado en
Quintanar y Calderén, 2009). Forman parte de las especies reactivas del oxigeno (ERO)
que son especies que causan la elevacién de agentes prooxidantes (Nufiez, 2011 citado
en Coronado et al., 2015; Naqui, 1996 citado en Venereo, 2002). Los radicales libres
son producidos como parte del metabolismo animal y vegetal en la cadena respiratoria
mitocondrial, cadena de transporte de electrones y en los cloroplastos; pero también son
producidos por factores externos, como por ejemplo contaminantes ambientales,
radiacién ionizante, consumo de alcohol, tabaco, drogas, alimentacién no adecuada,
procesos inflamatorios, traumatismos y ejercicio extenuante (Llancari, 2011 citado en
Coronado et al.,, 2015; Venereo, 2002). Sin embargo, estos compuestos también
participan en procesos necesarios para nuestro metabolismo como la proliferacién y
diferenciacién celular, fagocitosis, sintesis de colageno y activan enzimas de la
membrana celular (Konigsberg, 2008 citado en Quintanar y Calderén, 2009; Venereo,
2002).

Un antioxidante es una sustancia susceptible a reaccionar con los radicales libres, les

dona sus electrones sacrificando su integridad molecular y se oxida, de esta manera
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evitando que se cause algun efecto adverso en las macromoléculas importante como
proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN, las cuales son mas vitales para el cuerpo
(Patthamakanokporn, 2008 citado en Coronado et al., 2015; Gutiérrez et al., 2007;
Forman, 2009 citado en Quintanar y Calderon, 2009; Reitter, 1995 citado en Venereo,
2002). La actividad antioxidante consiste en la accion de combatir los radicales libres; y
la capacidad antioxidante es la cantidad de radicales libres que la sustancia antioxidante
puede combatir, su potencia. Esta capacidad se mide en base a sustancias ya
estandarizadas, de las cuales ya se conoce su poder de accién. Sin embargo, la
actividad y capacidad antioxidante de una sustancia, no solo dependen de
caracteristicas estructurales como reactividad hacia peroxilos y otras especies reactivas,
si no también de factores como la concentracién que haya de antioxidante, presion de
oxigeno, mayor area de exposicion, la temperatura, la luz, la composicién del sustrato a
proteger de la oxidacion y la presencia de otros componentes que pueden actuar de
prooxidantes o sinergistas. Por ejemplo, en un aceite con un alto grado de insaturacion
la capacidad de un mismo antioxidante, en una misma concentracién, sera menor que

en otro aceite con menor grado de insaturacion (Pokorny, Vanishlieva y Gordon, 2001).

Interaccion con radicales libres.
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Figura 2. Interaccion entre antioxidantes y radicales libres (Coronado et al., 2015)
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Funciones y propiedades.

Debido a su accién de combatir los radicales libres y proteger a macromoléculas
importantes, los antioxidantes presentan una enorme cantidad de propiedades y efectos
beneficiosos. Ayudan a combatir las siguientes enfermedades: enfermedades
cardiovasculares, existen antioxidantes con demostrada actividad vasodilatadora,
vasoprotectora, antitrombotica y antiesclerotica, ademas de reducir la oxidacién de las
LDL, lo cual juega un papel clave en el desarrollo de la ateroesclerosis; diabetes,
estimulan la secrecién de insulina en el pancreas, activan los receptores de esta,
ademas de activar la recaptura de glucosa en tejidos blancos y la digestion de
carbohidratos en el intestino; cancer, un exceso en el nivel de radicales libres es una de
las causas principales de aparicion de células cancerosas, ademas que estas también
generan un elevado estrés oxidativo en el enfermo, se realizaron estudios donde el
consumo de antioxidantes ayuda a aliviar y prevenir la incidencia de esta enfermedad;
enfermedades neurodegenerativas, el deterioro de algunas proteinas especificas y
disminucion de algunos metales de transicion son factores que inician y agravan estas
enfermedades, estos son causados por un elevado nivel de radicales libres y una
disminucion en el nivel de antioxidantes debido al envejecimiento; dafio hepatico y
gastrico por consumo de alcohol; obesidad y estrés. También se realizaron estudios
donde se concluy6 que un consumo adecuado de antioxidantes esta relacionado con
una mayor longevidad debido a que se reduce la degradacion del metabolismo, muerte
celular, mitocondrias y el consumo de oxigeno (Llancari, 2011 citado en Coronado et al.,
2015; Gutiérrez et al., 2007; Giugliano, 2000 citado en Venereo, 2002). Cabe mencionar
gque una dosis en exceso de antioxidantes puede tener efectos prooxidantes o impedir
el adecuado metabolismo de algunos minerales de la dieta, sin embargo, las personas
tienden a consumir por debajo del nivel requerido y muy por debajo del nivel donde se

presenta toxicidad o efectos adversos, por lo que esta situacion es poco probable.

Aplicaciones.

Los antioxidantes tienen aplicaciones en un amplio numeré de areas. En alimentos, los
antioxidantes y especies que los contienen, se han utilizado en productos carnicos,
aceites y grasas para retrasar la oxidaciéon de los lipidos y por tanto los atributos
negativos en sabor y aroma que vienen por la rancidez. Los antioxidantes también son
incluidos en diferentes productos alimenticios debido a los beneficios que aportan a la
salud, ofreciendo asi un alimento funcional, ademas, varios flavonoides como

antocianinas, flavonas, flavanonas y flavonoles, son usados como colorantes,
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saborizantes y edulcorantes en una variedad de productos alimenticios. Por ejemplo, las
flavanonas naringina y neohesperidina han adquirido importancia debido a que algunos
de sus derivados tienen un dulzor de aproximadamente 2000 veces el de la sacarosa
(Barrera, 1998; Dewi et al., 2010 citado en Bojalil y Pozos, 2013; Friedli, 2003 citado en
Ochoa y Ayala, 2004). Son también utilizados en productos de cosmética, higiene y
cuidado personal para no solo prevenir la oxidacion de la parte lipidica de la formulacién;
por ejemplo, han sido usados en la elaboracion de productos cosméticos debido a su
capacidad de proteger la piel de los radicales libres que se generan debido a la radiacion
solar y contaminantes ambientales, también se sabe que los ésteres de flavonoides son
buenos agentes humectantes, dado que las esterasas presentes en la epidermis rompen
los esteres y regeneran los flavonoides iniciales, lo cual permite que tengan su
capacidad antioxidante inicial, ademas, diversos flavonoides han sido usados en pastas
dentales y enjuagues bucales como endulzantes y saborizantes (Avello et al., 2009;
Gajardo et al.,, 2011; Kashket, 1990 citado en Ochoa y Ayala, 2004). En el sector
farmacéutico, existen actualmente un gran nimero de suplementos y medicamentos
gque se elaboran a base de especies naturales que contienen poderosos antioxidantes,
estos sirven para ayudar, prevenir y tratar las diferentes enfermedades que ya se han

mencionado (Messina, 2003 citado en Ochoa y Ayala, 2004).

Flavonoides
Definicidon y clasificacion.

Para discutir el concepto de flavonoide, se debe conocer el grupo de compuestos que
los abarcan. Un compuesto fendlico es una sustancia que posee uno o mas fenoles, los
cuales son bencenos unidos a un grupo hidroxilo. Estos compuestos estan presentes
en las plantas en forma de metabolitos secundarios y cumplen una variedad de
funciones como pigmentacion de frutos, flores y hojas, intervienen en la polinizacion
atrayendo insectos y ayudan a plantas heridas a protegerse de ataques flngicos y
bacterianos (Gimeno, 2004; Lopez, 2002; Martinez-Fléres et al., 2002). Los flavonoides
son un grupo incluido dentro de los compuestos fendlicos, que se caracterizan por tener
una estructura quimica del tipo C6-C3-C6, es decir, 2 anillos compuestos de 6 carbonos
unidos a traves de una cadena de 3 carbonos ciclada con un oxigeno (Gimeno, 2004;
Lopez, 2002; Kihnau, 1976 citado en Martinez-Flores et al., 2002). Dentro de los
flavonoides se tienen varios tipos como flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanolas,
isoflavonas y antocianinas; los cuales se diferencian por variaciones en su estructura

quimica.
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Estructura quimica.

Flavonoide

Figura 3. Estructura quimica basica de los flavonoides (Martinez-Flores et al., 2002)

Tabla 2

Estructura quimica de los diferentes tipos de flavonoides y sus fuentes

Subclase Estructura Compuestos Fuente
. . o Hierbas, apio,
Sinensetina, apigenina . .
pimenton,
Flavona o
Diosmina y luteclina "_Na, haranja y
limon
Cebolla, vino,
uercetina, myricetina tomate, naranja
Flavonol Q y y , Naranja,
kaempferol manzana, te,
frutas rojas
. . L Miel, citricos,
MNaringenina, hesperidina y .
Flavanona tomate, lUpulo y

isoxanthohumol

cerveza

Flavanol 6 catequina

OH

Catequina, epicatequina y
gallocatequina

\/ino, chocolate,
cocoa, té, uva,
manzana y pera

Genisteina, daidzeina y

Sova
Isoflavona 4 V
giiciteina leguminosas
i - Frutas rojas
_— Cianidina, pelargonidina, J
Antocianina manzana, pera,

delfinidina y peonidina

uvay naranja

Fuente: (Ochoa y Ayala, 2004)
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Funciones y propiedades.

Los flavonoides tienen las siguientes propiedades: son solubles en agua vy
termoestables; poseen una gran capacidad antioxidante debido a la presencia de los
grupos hidroxilos y a su facilidad de formar complejos con metales; combaten la
oxidacion del colesterol y las lipoproteinas de baja densidad (LDL); inhiben algunos
sistemas enzimaticos relacionados con la funcionalidad vascular, lo cual hace que
tengan efectos muy positivos como aumentar la fuerza y frecuencia del flujo sanguineo,
llevando mas oxigeno al cuerpo, prevenir la agregacion plaquetaria y por tanto la
formacion de coagulos, protegen la pared vascular y disminuyen la inflamacién en la
placa de ateroma, lo cual es debido a la disminucién de la permeabilidad y al aumento
de la resistencia de los capilares; regulan el crecimiento celular, inducen la eliminacion
de células tumorales; inducen enzimas de detoxificacion; y también tienen efectos
diuréticos, antiespasmadicos, antiinflamatorios y combaten las ulceras gastricas
(Brandan, 2010; Birt et al., 2001 citado en Gimeno, 2004; Lopez, 2002; Pace-Asciak CR,
1995 citado en Martinez-Fléres et al., 2002; Crozier et al., 1997 citado en Plants: Diet
and Health, 2003). De los grupos de flavonoides, los flavonoles son los que presentan
la mayor actividad antioxidante debido a la estructura que poseen (Gimeno, 2004; Letan,
1966 citado en Martinez-Fl6res et al., 2002). Sin embargo, cabe destacar que los
flavonoides pueden presentar efectos prooxidantes o interferir con la absorcién de hierro
del organismo y causar anemia, pero solo si son consumidos en dosis elevadas; lo cual
es muy improbable en condiciones normales, ya que se consume entre 25 mg - 1 gr al
dia en promedio y para llegar a ser toxicos deberian estar entre el 1-5% de nuestra dieta
(Gimeno, 2004; Martinez-Fléres et al., 2002).

Es importante mencionar que los flavonoides se pueden unir a azucares, como glucosa
0 rutinosa, para formar glicosidos, pero si se encuentran solos, se les llama agliconas.
Los glicosidos de flavonoides tienen mayor solubilidad en agua, diferente absorcion y

biodisponibilidad que la aglicona correspondiente (Kelly, 2011).

Aplicaciones de los flavonoides.

Los flavonoides tienen aplicaciones en una diversidad de sectores. En el de alimentos,
debido a sus propiedades beneficiosas para la salud, tienen presencia en el mercado
de los alimentos funcionales a través de productos como frutas, panaderia, confiteria y
cereales, gque incluso utilizan subproductos de otras industrias, como por ejemplo la del

vino (Mazza, 2000 citado en Ochoa y Ayala, 2004). Algunos, como los flavonoles y las
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catequinas, son usados en bajas concentraciones como aditivos endulzantes que
ayudan a mantener por mas tiempo el sabor de gomas de mascar, dulces, mieles y
productos como las pastas de dientes, enjuagues bucales y medicinas; sin embargo, su
efecto parece consistir en hacer los receptores de la boca mas sensibles a los
endulzantes, lo cual permite bajar el nivel de saborizante y endulzantes empleados
(Kashket, 1990 citado en Ochoa y Ayala, 2004). En la industria del vino, se ha utilizado
al flavonol rutina para incrementar la intensidad del color en vinos y para la conservacion
de la cantidad y prevencion de la oxidacion de las antocianinas mediante la formacién
de complejos mas estables entre estas y la rutina, este fenédmeno se llama
copigmentacion (Boulton, 2001 citado en Goénzales, De la Rosa, Gonzales y Martin,
2010). Ademas, la adicién de flavonoides es un metodo para incrementar la vida util de
productos que contienen una parte grasa, debido a que ayudan a prevenir la
peroxidacion lipidica; un ejemplo son las antocianinas, las cuales tienen un porcentaje
de inhibicién incluso mayor al de algunos antioxidantes sinteticos como el BHA, BHT y
TBC (Muraleedharan, 2002 citado en Ochoa y Ayala, 2004). En el sector farmacoélogico,
se han desarrollado a partir de extractos que contienen flavonoides, una variedad de
suplementos alimenticios y medicamentos con diversos efectos como antinflamatorios,
diuréticos, protectores del higado, para el colesterol y antiespasmadicos (Messina, 2003
citado en Ochoa y Ayala, 2004). Por ultimo, en el sector cosmético, los flavonoides son
apropiados como agentes antisolares, debido a que tienen una alta absorbancia UV y
no son toéxicos; por ejemplo las flavonas y flavanonas. Ademas, los esteres de
flavonoides son especialmente utiles en humectantes y cosméticos, debido a que las
esterasas presentes en los tejidos celulares, como la epidermis, rompen los esteres y
regeneran los flavonoides iniciales, dandoles su capacidad antioxidante inicial
(Plaschke, 2002 citado en Ochoa y Ayala, 2004).

Métodos de extraccion.
Introduccion.

La extraccidn es la separacion de las porciones activas de tejidos vegetales, o
animales, usando solventes selectivos a través de procedimientos estandar. Esta
técnica separa los metabolitos solubles de la planta y deja atras a la masa celular
insoluble. Los productos obtenidos son mezclas complejas de metabolitos, en estado
liguido, semisdlido, o, luego de remover el solvente, en forma de polvo seco. Se
incluyen las preparaciones como decocciones, infusiones, extractos fluidos, tintes y

extractos en polvo. El proposito de los procesos de extraccion estandarizados para
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drogas crudas es obtener la porcidbn deseada y eliminar el material indeseado
mediante tratamiento con un solvente selectivo. Los extractos obtenidos, luego de
estandarizarse, pueden utilizarse como agentes medicinales en su forma actual; o
recibir un tratamiento mayor para ser incorporados en cualquier dosis en tabletas o
capsulas. Estos contienen compuestos como alcaloides, glicdsidos, terpenos,
flavonoides y lignanos. Se tienen varias técnicas de extraccibh como maceracion,
infusiéon, percolacién, digestién, decoccion, extraccion caliente continua (Soxhlet),
extraccion alcohdlica con fermentacion, extraccion mediante ultrasonido y mediante
fluidos supercriticos. (Longo, 2008 citado en Extraction Technologies for Medicinal
and Aromatic Plants, 2008). Es importante mencionar que antes de realizar la
extraccion, el material vegetal debe prepararse, lo cual se puede hacer de distintas
maneras como secado y molido, congelado y molido, cortado en trozos pequefios y
liofilizacion; esto se hace con el propdsito de obtener particulas més pequefas, y por
tanto una mayor superficie de contacto, que brinden mayor facilidad al momento de
extraer el metabolito deseado. La forma de preparar la muestra y el tamafio de
particula dependera del método de extraccién que se realizara. A continuacién, se

explicaran los detalles de algunos métodos de extraccion.

Maceracion.

En este proceso, la planta entera o groseramente molida es colocada en un
contenedor tapado con el solvente y se le deja reposar a temperatura ambiente por
un periodo de al menos 3 dias, con agitacién frecuente hasta que la materia soluble
se haya disuelto. Luego la mezcla se separa y la materia vegetal himeda se exprime
para obtener la mayor cantidad de extracto posible. Los liquidos se combinan y luego
se clarifican mediante filtrado o decantaciéon (Handa, 2008 citado en Extraction

Technologies for Medicinal and Aromatic Plants, 2008).

Percolacion.

La planta trozada es humedecida con una apropiada cantidad del solvente
especificado y se la deja reposar por aproximadamente 4 horas en un contenedor
cerrado. Luego esta mezcla se coloca en el percolador y se cierra la parte superior
de este. Se agrega mas solvente para formar una capa poco profunda encima del
material vegetal y se deja la mezcla macerar en el percolador cerrado por 24 horas.
Luego se abre la parte de abajo del percolador y se deja que el liquido goteé
lentamente. Se va agregando solvente segun lo requerido, hasta que el percolado

sea las tres cuarta partes del volumen final requerido. Finalmente se exprime el
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material vegetal y el liquido obtenido es agregado al percolado, el cual se clarifica
mediante filtracién o decantaciéon (Handa, 2008 citado en Extraction Technologies for

Medicinal and Aromatic Plants, 2008).

Figura 4. Percolador (Extraction Technologies for Medicinal and Aromatic Plants, 2008)

Método Soxhlet.

La extraccién Soxhlet consiste en las siguientes etapas: colocacién del solvente en
un balén; ebullicién del solvente que se evapora hasta un condensador; caida del
condensado sobre un cartucho poroso con la muestra vegetal molida en su interior;
ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se
produce el reflujo que vuelve el solvente con el material extraido al balon. Este
proceso se produce las veces necesarias, hasta que la muestra quede agotada; lo

extraido se va concentrando en el bal6n de solvente (Nufiez, 2008).

Salida de agua
e

Refrigerante —>-|

Entrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento

e Cartucho

Sifon—s poroso
| Ascenso de
vapores

Regreso del
solvente +extraido

Calentador

Figura 5. Sistema de extraccion soxhlet (Nufiez, 2008)
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Reflujo.

En extraccion bajo reflujo, el material vegetal estd sumergido en el solvente dentro
de un matraz o balén, el cual estd conectado a un condensador. El solvente es
calentado hasta que alcance la temperatura deseada, usualmente la de ebullicion.
Los vapores que se generan van siendo condensados y el solvente se recicla al

recipiente (Seidel, 2006 citado en Natural Products Isolation, 2006).

€= Tubo condensador

Balén con extracto

& '\ ‘
AN / Agua
I(— Fuente de calor
,/—\ ,/']n{_l .
e P b

Figura 6. Sistema de extraccion por reflujo (Alonso-Carrillo et al., 2017)

Métodos de cuantificacion.
Introduccion.

La cuantificacion se realiza con el propdésito de conocer las cantidades de un tipo de
metabolito que se encuentra en la planta. Hay diferentes métodos para realizar este
proceso, los cuales son las siguientes: espectrometria de masas, HPLC,
cromatografia de gases y métodos espectrofotométricos (Pefarrieta, Alvarado,
Bergenstahl y Akesson, 2007). Los ensayos espectrofotométricos, para cuantificar
contenido fendlico y flavonoides totales, son mas baratos, rapidos y por tanto mas
accesibles que las técnicas de andlisis cromatogréfico; aunque solo se identifica
categorias de compuestos en lugar de compuestos individuales (Csepregi, Kocsis y
Hideg, 2013). El principio detrds de estas técnicas consiste en qué al agregar una
serie de reactivos al extracto obtenido, se forman complejos con los metabolitos

presentes, los cuales absorben la radiacion a diferentes longitudes de onda
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dependiendo del compuesto. Esto permite cuantificarlos comparandolos con una
curva realizada con un estandar (Chang, Yang, Wen y Chern, 2002). Uno de los
métodos mas utilizados para cuantificar flavonoides, es el de formacion de un
complejo con el cloruro de aluminio (AICI3), el cual ha sido empleado en varios
trabajos de investigacion para reportar la cantidad de flavonoides de diferentes
plantas (Ayub, 2017; Bonilla Rios, 2014; Chang et al., 2002; Nassr Allah, 2009;
Siriamornpun, 2012; Zhishen, Mengcheng y Jianming, 1999). A continuacién, se

describira la manera de como realizar este método y los reactivos necesarios.

Método de formacion de un complejo con el cloruro de aluminio.

El principio de este método es que el cloruro de aluminio puede formar complejos con
el grupo carbonilo (=0) y los grupos hidroxilos (OH) que pueden estar presentes en
los carbonos 3 y 5 de los flavonoides, asi como formando un grupo catecol (orto-
dihidroxibenceno) en los anillos A y B de estos (Bhaigyabati, 2014). Se tienen
variantes de cdmo realizar este ensayo, siendo las mas comunes las dos formas
siguientes. En la primera, se mezcla 0.5 ml del extracto obtenido con 1.5 ml de 95%
etanol, 0.1 ml de una solucién de cloruro de aluminio (AICI3) 10%, 0.1 ml de una
solucion de acetato de potasio (CH3COOK) 1M y 2.8 ml de agua destilada. Se deja
reaccionar la solucién por 30-40 minutos a temperatura ambiente. Luego se mide la
absorbancia a 415 nm con un espectrofotometro. Los resultados se comparan con la
curva estandar del equivalente escogido para expresar la cantidad final de
flavonoides en funcion de este (Chang et al., 2002; Nassr Allah, 2009). El equivalente
escogido es, de preferencia, un flavonoide que se sepa esta en altas cantidades en

la muestra; o en caso contrario, algunos de los mas comunes como quercetina.

En la segunda, la cual sera utilizada en esta investigacion, se disuelve 1 ml del
extracto obtenido con 4 ml de agua destilada, obteniendo 5 ml. Se le agrega 0.3 ml
de NaNO2 5% para generar una reaccion de nitracion, se espera 5 minutos y se le
agrega 0.3 ml de AICI3 10% para la formacién del complejo, se espera 6 minutos mas
y se le agrega 2 ml de NaOH 1M para neutralizar, luego se completa hasta 10 ml con
agua destilada. Se mezcla bien la solucion y se deja reaccionar por 30 minutos.
Luego se mide la absorbancia en un espectrofotémetro a 510 nm. Los resultados se
comparan con la curva estandar del equivalente escogido y se expresan en funcién
de este (Pekal, 2014; Silva Espinoza, 2013; Zhishen et al., 1999).
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Método de superficie respuesta

Introduccion.

La metodologia de superficie respuesta es una estrategia experimental y de analisis que
permite encontrar las condiciones de operaciéon éptimas de un proceso; las cuales daran
por resultado valores éptimos en una o varias caracteristicas de calidad del producto
final. Como en todo experimento, se busca conocer la relacion entre los factores
estudiados y la variable, o variables, respuesta. Los factores estudiados y todas las
combinaciones entre sus diferentes valores posibles, o niveles, forman la region
experimental; mientras que las condiciones donde se puede operar el experimento
conforman la region de operabilidad, esta region siempre es igual o mayor que la region
experimental. El principio del método de superficie respuesta es encontrar el punto
optimo dentro de la region de operabilidad, lo cual puede implicar mover la region
experimental inicial hasta que el punto 6ptimo este dentro de esta, para luego analizar
bien la regién y obtener el punto buscado.

Es clave entender la diferencia entre mejor tratamiento y punto Optimo. El mejor
tratamiento es la mejor combinacién posible en la region experimental en la que se
trabaja; mientras que el punto éptimo es la mejor combinacion en la regién de
operabilidad, lo cual puede significar que este punto este dentro o fuera de la regién

experimental actual (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

Regién de operabilidad

Mejor tratamiento

Factor X; (factor B)

T Regicn
- experimental

X

f Factor X, (factor A) |

Figura 7. Diferencia entre mejor tratamiento y punto 6éptimo (Gutiérrez Pulido y De la Vara

Salazar, 2008)
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Para poder ejecutar la metodologia, se deben tener en cuenta unos elementos, los

cuales se explicaran a continuacion.

Elementos.
Diseno.

Este elemento implica que para optimizar el proceso se debe utilizar un disefio
experimental adecuado, que proporcione los tratamientos a correr, para generar la
informacion que permita ajustar el modelo de regresion que describa la variable
respuesta en la region experimental. Tienen especial importancia los disefios que
permitan ajustar un modelo de regresion lineal multiple, dado que nuestra variable
respuesta sera afectada por varios factores, los cuales modelaran la ecuacion y la
grafica de superficie respuesta final. Los modelos pueden ser de primer o segundo
orden, por lo tanto, también habra disefios y técnicas de optimizacién de primer y
segundo orden. Algunas propiedades deseables en estos disefios son las siguientes:
que genere una distribucidn satisfactoria de los puntos sobre la region experimental,
los disefios més utilizados son puntos distribuidos de manera uniforme sobre la
regiébn experimental, o que al menos exista una simetria con respecto al centro; el
disefio debe requerir un nimero minimo de corridas experimentales, para minimizar
el gasto de recursos; el disefio debe permitir que otros disefios de orden mayor se
construyan a partir de él, esto permite agregar puntos adicionales para explicar la
respuesta, en caso sea mas complicada de lo esperado; el experimento debe permitir
la deteccion de la falta de ajuste, para lo cual se necesita repeticiones al menos en
el punto central; el disefio debe proporcionar con un estimador puro de la varianza
del error, para lo cual se requieren repeticiones al menos en el punto central. Otras
propiedades deseables son la ortogonalidad y la rotabilidad, estas propiedades
facilitan la interpretacion de los parametros estimados en el modelo y de la superficie
respuesta. Un disefio es considerado ortogonal cuando los coeficientes estimados en
el modelo ajustado no estan correlacionados entre si, lo cual hace que el efecto de
cada término sea estimado de manera mas precisa. Un experimento es ortogonal si
en la matriz de disefio todos los vectores columna son independientes entre si. Por
otro lado, un disefio sera rotable si la varianza de Y(x) s6lo depende de la distancia
del punto x al centro del disefio y no de la direccion en la que se encuentra; esta
propiedad asegura que la calidad de la prediccién, medida por la varianza de Y(x),
sea invariante a cualquier rotacion del disefio alrededor del centro del mismo, es decir

gue independientemente de la direccién, a partir del centro del disefio, en la cual se

23



busque el 6ptimo, la calidad de prediccién sera igual(Gutiérrez Pulido y De la Vara
Salazar, 2008).

Existe una relaciéon directa entre el modelo que se ajustara y el disefio que se
aplicara. No se puede obtener de un disefio experimental méas informacion de la que
pueda dar. Un disefio factorial completo nos permitira estimar los efectos principales
y las interacciones dobles, pero no los términos cuadraticos. Si a este disefio se le
agrega el punto central, se podra estimar uno de los términos cuadraticos y la
curvatura. Si ademas se agregasen los puntos estrella o axiales, se podra estimar los
efectos cuadraticos puros e incluirlos a todos en el modelo ajustado (Gutiérrez Pulido
y De la Vara Salazar, 2008).

Disefios de primer orden.

Al proponer un disefio de primer orden se supone que sélo son importantes los
efectos principales. Un criterio de seleccion del disefio de primer orden es que la
varianza de la respuesta predicha en el punto x= (x, x,..., xx) Sea minima, lo cual
hace que esta respuesta sea méas precisa; y por tanto que la direccion éptima de
movimiento, determinada a partir de los predichos del modelo, sea mas certera.
Es decir, se quiere un disefio que permita ajustar un modelo con poca variabilidad.
Los disefios que satisfacen este criterio son los que tienen la propiedad de
ortogonalidad. Entre los mas utilizados estan los siguientes: disefios factoriales
2k, disefios factoriales fraccionados 2%~7, disefio de plackett-burman y disefio

simplex (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

Disefios de segundo orden.

Los disefios de segundo orden son aquellos que permiten ajustar un modelo de
segundo orden para asi estudiar, ademas de los efectos lineales y de interaccion,
los efectos cuadraticos y de curvatura. Es decir, estos disefios se emplean cuando
se quiere explorar una regién que se espera mas compleja o cuando se cree que
el punto 6ptimo ya esté incluido dentro de la region experimental. Es deseable que
estos disefios sean ortogonales; sin embargo, esto no siempre es facil de
cumplirse. Los mas utilizados tienen la propiedad de ser rotables. Se deben
considerar los siguientes criterios para seleccionar un disefio de segundo orden:
gue tenga un namero minimo de tratamientos y que permita estimar todos los
parametros del modelo de segundo orden; que sea flexible, es decir que pueda

ser construido a partir de disefios de primer orden; que tenga buenas propiedades
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como ortogonalidad, rotabilidad y/o precision uniforme, las cuales estan

relacionadas con la calidad de estimacién del modelo.

En este trabajo se utilizara el disefio de composicion central. Este es el mas
utilizado en la etapa de busqueda de segundo orden, debido a su gran flexibilidad.
Puede construirse a partir de un disefio factorial completo 2* o fraccionado 2¢~7
agregando puntos sobre los ejes y al centro, ademas de darle otras propiedades
deseables. Este disefio se compone de tres tipos de puntos, los cuales son los
siguientes: la porcion factorial, la cual es una réplica de un disefio factorial en dos
niveles, completo o fraccionado; n, repeticiones al centro del disefio, con ny = 1;
y la porcién axial, la cual son dos puntos sobre cada eje, cada eje representa a un
factor, a una distancia a del origen. Con k factores el nimero total de corridas
experimentales es N = 2¥ + 2k + n,. El nimero de corridas al centro, ng, y la
distancia de los puntos axiales (a) deben escogerse de manera adecuada,
dependiendo de las propiedades que se quiere que tenga el disefio (Gutiérrez
Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

Modelo.

El modelo hace referencia a la ecuaciébn matematica que relaciona la variable
respuesta con los factores estudiados en el diseiio. Es importante recordar los
diversos conceptos de andlisis de regresion lineal multiple como parametros del
modelo, modelo ajustado, significancia, prueba de falta de ajuste, residuos, predichos
y coeficiente de determinaciéon. Se tienen modelos de primer y segundo orden; los

cuales se usan en etapas diferentes de la metodologia de superficie respuesta.

k
Y=B,+, Bx +e
i=1

k k kK Kk
Y= »B{) + 2 »B;“)‘“f + 2 ﬁ!.r._l'f + 2 Z ﬁ!}"r!'xf te
i=1 i=1

i=l<j=1

Figura 8. Modelos de primer y segundo orden (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar,

2008)
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Cabe mencionar que para mas de 2 factores las graficas de superficie respuesta no
pueden ser graficadas completas, dado que se encuentran en 4 dimensiones o mas.
Por lo cual, se grafica 2 factores a la vez junto con la variable respuesta para observar
cémo se relacionan. La grafica para un modelo de primer orden representa un plano,
mientras que para uno de segundo orden hay presencia de curvatura y el grafico
puede tener la forma de montafia (maximo), valle (minimo) y punto silla. La forma
especifica que toma la superficie depende de los signos y magnitudes de los

coeficientes del modelo (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

a) Y=10-5x, + 2x, b) Y=30 + 2, + X, + X; X, — 8x7 — 10x2
E_‘"-., ] f— ]
- ~ ] - E
18 y F = B 34F = = —:
15 - - A 30F g
12/ £ B E 261 .
9:— = = R >, 220 - =
61 A ) 06 18F 2 0
¥ =4 0.2 r 0.2
3 1z -02 141 702
ot 3,706 105 — 47706
-1 06 02 02 06 1 -1 06 02 02 06 1
2 2 2 2
C) V=30 +X; + X5 + X, X5 + 8x] + 10x] d)Y=10+xX + x5 — X1 X — 8x7 — 10x3
p; ;Q\!\ _ E NPy~ 2 E
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F 02 i 02
B 02 2r E 02
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Figura 9. Gréaficas de superficie respuesta para modelos de primer y segundo orden
(Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008)

Es importante el concepto de modelo jerarquico. Cuando todos los términos simples,
que componen los términos de mayor orden, estan presentes en el modelo, se dice
que este es jerarquico. Esta caracteristica es importante en superficie respuesta, ya

que este tipo de modelo tiene un comportamiento mas suave y estable que facilita la
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exploracion de las superficies representadas (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar,
2008).

Técnicas de optimizacion.

Aqui se agrupan diferentes técnicas matematicas que sirven para explorar el modelo,
una vez este ya ha sido ajustado, y encontrar informacion sobre el punto éptimo. Se
busca obtener la combinacién de niveles en los factores que dan por resultado el
valor 6ptimo de la respuesta o la direccion 6ptima de movimiento en la cual se debe
experimentar, la cual nos permitiria desplazar nuestra regién experimental. Las
técnicas de optimizacion a utilizar dependen si el modelo ajustado es de primer o
segundo orden. A continuacion se describiran algunas de estas (Gutiérrez Pulido y
De la Vara Salazar, 2008).

Escalamiento Ascendente.

Esta técnica se utiliza para modelos de primer orden. Si la superficie es descrita
adecuadamente por un modelo de primer orden, significa que todavia no se ha
conseguido atrapar el punto 6ptimo en la region experimental actual, por lo que se
debe explorar la regién y determinar una direccién en la cual experimentar fuera
de la region actual. Se le llama técnica de escalamiento ya que, dependiendo del
tipo de variable respuesta que se tenga, se buscara una direccion ascendente o
descendente para encontrar el punto Optimo. Si un modelo de primer orden
describe bien la superficie, es decir, la variabilidad de la variable respuesta es bien
explicada por el modelo, entonces significa que no hay presencia de curvatura; y
por tanto no hay ni un maximo o minimo en la region experimental actual, lo cual
implica que se la debe trasladar. La direccion 6ptima de movimiento se seguira
hasta que haya un cambio de tendencia, es decir, se vea que la variable respuesta
deja de optimizarse en esa direccién, por lo cual se debe explorar esa nueva
region y ver si hay presencia de curvatura. Cuando se detecte presencia de
curvatura, se deja de hacer escalamiento.(Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar,
2008).

Andlisis Candnico.

Esta técnica se aplica para modelos de segundo orden, cuando se quiere explorar
con méas amplitud una regién experimental o cuando se espera que el punto 6ptimo
ya esta cerca. Los pasos para realizar este andlisis son los siguientes: Determinar

la regién experimental a partir de los niveles de los factores; correr un disefio de
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segundo orden para explorar la region, el mas usado es el disefio compuesto
central que puede construirse a partir de un disefio de primer orden agregando
puntos; ajustar un modelo de segundo orden, si este explica bien la variabilidad
observada se esta cerca del 6ptimo; encontrar las coordenadas del punto
estacionario, el punto estacionario es el punto donde la pendiente del plano
tangente a la superficie es cero, lo cual lo hace un candidato a 6ptimo, siempre y
cuando la superficie sea del tipo que se desea; expresar el modelo ajustado en su
forma candnica, el analisis candnico consiste en reescribir el modelo ajustado de
segundo orden en su forma candnica, expresandolo en términos de nuevas
variables llamadas variables candnicas, que son transformaciones de las variables
codificadas, la ventaja de la ecuacién candnica es que proporciona informacién a
simple vista sobre el tipo de superficie que se esta observando y sobre su forma;
finalmente se evidencia la relacion entre las variables canonicas y las codificadas.
Si se cuenta con un programa, no es necesario seguir los ultimos 3 pasos del
analisis canonico. Lo adecuado es encontrar los coeficientes de la ecuacion
candnica que indican el tipo de superficie observada y sélo si esta es del tipo que
interesa, como montafia (maximo), se buscan las coordenadas del punto
estacionario. Para calcular las coordenadas del punto estacionario se requiere
conocimiento de matrices, vectores y derivadas; sin embargo, los programas de
trabajo calculan el punto 6ptimo si tienen los datos experimentales, pero de todas
maneras es importante conocer la teoria para tener criterio al momento de realizar

el analisis (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

Etapas.

Cribado.

La optimizacion de un proceso se inicia con esta etapa cuando se tiene muchos
factores (mas de 6 u 8) que afectan la variable de interés. No se tiene una idea
clara de como influyen cada uno de los factores y se debe correr un experimento
para determinar los que tienen mayor influencia. El modelo matematico se debe
realizar solo con los factores significativos (Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar,
2008).
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Busqueda de primer orden.

Esta etapa se aplica cuando se tienen pocos factores (k<5) y se sabe que estos
influyen en la variable respuesta. Se corre un disefio de primer orden para
caracterizar de forma preliminar el tipo de superficie de respuesta y detectar la
presencia de curvatura. Se suele utilizar un disefio factorial, completo o
fraccionado, con repeticiones al centro. Se prueba la falta de ajuste para ver si el
modelo describe bien la superficie, si la describe bien, significa que se tiene un
hiperplano y que no hay presencia de curvatura. En este caso se utiliza la técnica
de escalamiento ascendente para experimentar en la direccion 6ptima dada por el
modelo hasta detectar un cambio de tendencia. Se vuelve a aplicar la busqueda
de primer orden usando como centro del nuevo modelo el punto de cambio de
tendencia, se realiza este proceso hasta detectar la presencia de curvatura

(Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

Busqueda de segundo orden.

En el momento en que se detecta la presencia de curvatura o que la superficie es
mas complicada que un hiperplano, se completa un disefio de segundo orden para
caracterizar mejor la superficie y poder modelar la curvatura. Con el modelo
ajustado se determinan las condiciones Optimas de operacion del proceso

(Gutiérrez Pulido y De la Vara Salazar, 2008).

Factor x-

prueba

Puntos de

Disefio 1

\J

Factor x,

Figura 10. Representacion gréafica de la metodologia de superficie respuesta (Gutiérrez
Pulido y De la Vara Salazar, 2008)
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Materiales y métodos

Lugar de ejecucion

Laboratorios de Investigacion de la Universidad San Ignacio de Loyola

Materia prima

Se trabajo con el tallo y las hojas de la chijchipa (Tagetes mandonii), la cual se recolecto

de los siguientes lugares:

Fecha: 03/03/18

Lugar: Distrito Chinchero, Provincia Urubamba, Departamento de Cuzco

Fecha: 04/03/18

Lugar: Fundo Molleray, Distrito San Sebastian, Provincia de Cuzco, Departamento de
Cuzco

La planta fue identificada por personas nativas de la zona.

Equipos, materiales y reactivos

Equipos.

Estufa Memmert UN160

- Procesador de alimentos Oster

- Balanza analitica And GH-200

- Cocinilla/Agitador magnético SBS ACS-160
- Soporte universal

- Espectrofotémetro Jenway 6305

- Agitador vibrador/Vortex SBS MVOR-03

Materiales.
- Bandejas de metal
- Mortero

- Bolsas trilaminadas
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- Fiolas de diferentes tamafios (25 ml, 200 ml)

- Tubos de ensayo

- Gradillas de tubos de ensayo

- Pipetas de diferentes tamafios (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)
- Vasos de precipitacion de diferentes tamafios (50 ml, 1000 ml)
- Embudos de diferentes tamafios

- Tubo condensador con sus mangueras

- Lubricante

- Balon (250 ml)

- Termometro de vidrio y digital

- Lunas de reloj

- Cucharillas de metal

- Cubetas para el espectrofotometro

- Soporte de Tecnopor para cubetas

- Papelfiltro Whatman N°1

- Agitador magnético

- Bombilla

- Guantes

- Mascarilla

Reactivos.

Metanol (CH3OH)

Nitrito de sodio (NaNO?2)
Cloruro de Aluminio (AICI3)
Hidréxido de Sodio (NaOH)
Agua destilada

Quercetina

Flujo y descripcion del proceso

Preparacion de la muestra.

A continuacion, se muestra el flujo de operaciones que se aplico a la chijchipa para la

preparacion de la muestra para la extraccion
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Recepcion de materia prima

Agua @ ——> Lavado > Agua e impurezas

V

Secado T: 60°C
t: 72 horas

Triturado

v

Almacenamiento

Figura 11. Flujo de operaciones para la preparacion de la muestra

Lavado:
Se lavé la planta con agua potable para eliminar restos de tierra e impurezas, sin
frotacién para no afectar su estructura. Luego se sacudi6 la planta y se usé papel toalla

para eliminar el exceso de agua de la superficie.

Secado:
La planta se coloc6 en bandejas de metal y se cubrié con papel aluminio. Se secé en

estufa a 60°C por 72 horas, hasta que esta alcanz6 un peso constante.

Figura 12. Chijchipa previo al secado en estufa

Triturado:

Se realizé una trituracion previa de la planta seca con mortero, luego se obtuvo un polvo
homogéneo con ayuda de un procesador de alimentos. Se realiz6 esto con el objetivo
de reducir el tamafio de la particula y facilitar la extraccion.
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Figura 13. Triturado en mortero de la chijchipa seca

Almacenamiento:

Se almaceno el polvo en bolsas trilaminadas, las cuales se colocaron en un desecador

hasta su utilizacion.

Extraccion de flavonoides de la chijchipa.

A continuacion, se muestra el flujo de operaciones que se aplico para la extraccion de

flavonoides.

Recepcion de muestra

v

Metanol —> Reflujo

\

Enfriamiento

\!

Filtrado

\!

Enrasado

Tiempo: 3 horas
Temperatura: T

Figura 14. Flujo de operaciones para la extraccién de flavonoides de la Chijchipa

Reflujo:

El método de extraccion fue reflujo, se colocé 25 ml del solvente junto con una cantidad

de muestra de chijchipa triturada en un balén, la razén por la que se utilizé 25 ml fue

debido al tamafio de la fiola donde se coloc6 el extracto final. Se conect6 el balén a un

tubo condensador; y se colocé el sistema dentro de un vaso de precipitacion de 1000
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ml, con aproximadamente 600 ml de agua que se calent6 a diferentes temperaturas, las
cuales dependieron del tratamiento a probar. El condensador causé que los vapores de
solvente que se volatilizaron regresen al balon, lo cual mantuvo la cantidad de solvente

casi constante. Se realiz6 el reflujo por 3 horas por corrida experimental.

Figura 15. Sistema de reflujo para la obtencion del extracto

Enfriamiento:
Se coloc6 el balén con extracto, bajo un chorro de agua fria. Cuando el extracto estuvo
frio, se retir6 del agua y se secé el balén con papel para que no ingresase agua

durante el filtrado.

Filtrado:
Se filtr6 el extracto obtenido a una fiola de 25 ml con ayuda de un embudo y papel filtro
Whatman N°1, se realizé esto para eliminar los restos de materia vegetal que se

encontraban en el extracto.
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Figura 16. Filtrado del extracto obtenido

Enrasado:
Luego del filtrado, se observé que el volumen de extracto obtenido era menor al
volumen de solvente que se utilizd, por lo cual se enrasé en la fiola a 25 ml con el

solvente usado en la extraccion, para tener un volumen constante.

Disefio Experimental

Variables independientes.

Los factores, o variables independientes, que se estudiaron en el presente trabajo y

sus niveles fueron los siguientes:

Concentracidon de metanol (CM):
20%
80%

Temperatura de extraccion (TE):
60°C
80°C

Relacién cantidad de solvente/materia vegetal seca (RLS):
20 ml/g
40 ml/g
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Las variables, con sus niveles, fueron seleccionadas en base a pruebas preliminares e
investigaciones previas (Cartaya, 2001; Ghasemzadeh y Jaafar, 2014; Liu, 2014;
Souza, 2007; Torti, 1995).

Variables dependientes.

La variable respuesta o dependiente, fue el contenido de flavonoides, expresado en

mg equivalentes de quercetina (EQ)/g MS.

Matriz de disefio.

La matriz de disefio fue obtenida con ayuda del programa Statgraphics version 18.1.06.
Se colocaron las variables, sus niveles, unidades y se selecciond un disefio compuesto
central que tenga las propiedades de ser rotable y ortogonal. Se obtuvo 23 tratamientos,
donde 8 (23) puntos corresponden a la parte factorial del modelo, 6 (2x3) puntos
corresponden a los puntos axiales y 9 puntos son las repeticiones al centro necesarias

para otorgar las propiedades de rotabilidad y ortogonalidad.

Tabla 3
Matriz de disefio

Tratamiento CM e RLS
(%) 0 (ml/g)
(Punto Axial)1 -0.454 70.000 30.000
(Punto Axial)2 50.000 70.000 13.182
(Punto Factorial)3 80.000 80.000 20.000
(Punto Factorial)4 20.000 80.000 40.000
(Punto Central)5 50.000 70.000 30.000
(Punto Axial)6 50.000 70.000 46.818
(Punto Central)7 50.000 70.000 30.000
(Punto Central)8 50.000 70.000 30.000
(Punto Central)9 50.000 70.000 30.000
(Punto Factorial)10 20.000 60.000 20.000
(Punto Axial)11 50.000 53.182 30.000
(Punto Central)12 50.000 70.000 30.000
(Punto Central)13 50.000 70.000 30.000
(Punto Factorial)14 20.000 80.000 20.000
(Punto Central)15 50.000 70.000 30.000
(Punto Factorial)16 80.000 80.000 40.000
(Punto Factorial)17 20.000 60.000 40.000
(Punto Central)18 50.000 70.000 30.000
(Punto Central)19 50.000 70.000 30.000
(Punto Axial)20 100.454 70.000 30.000
(Punto Factorial)21 80.000 60.000 20.000
(Punto Axial)22 50.000 86.818 30.000
(Punto Factorial)23 80.000 60.000 40.000

Métodos de evaluacién o analisis

36



Cuantificacion de flavonoides.

El método de cuantificacion utilizado fue una adaptacién del método espectrofotométrico
basado en la formacion de un complejo con cloruro de aluminio (AICI3) (Zhishen et al.,
1999). Se disolvié 1 ml del extracto filtrado obtenido anteriormente con 4 ml de agua

destilada, obteniendo 5 ml. Al extracto disuelto se le agregd 0.3 ml de NaNO2 5%.

Figura 17. Coloracion luego de agregar agua y NaNO2 5%

Se esper6 5 minutos y se agreg6 0.3 ml de AICI3 10%.

Figura 18. Coloracion luego de agregar AICI3 10%

Se esperd 6 minutos y se le agregé 2 ml de NaOH 1M; luego se completd con agua

destilada hasta 10 ml.
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Figura 19. Coloracion luego de agregar NaOH 1M

La solucién anterior se mezclé bien, mediante una agitacion del tubo de ensayo que la
contenia con un agitador vortex. Se dej6 reaccionar por 30 minutos y luego, con un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 510 nm, se midi6 la absorbancia. La
concentracion de flavonoides de la solucion se determiné con una curva de calibracién
de quercetina, los resultados fueron expresados en ug EQ/mI soluciéon. Para la
elaboracion de la curva de calibracion se utilizé el método de cuantificacién explicado
previamente, se trabaj6 con soluciones con concentraciones de 90.0, 79.2, 58.5y 49.1
ug quercetina/ml y asi se obtuvieron los datos para graficar la curva. Cada prueba se
realizé por triplicado. La quercetina es un flavonoide insoluble en agua fria, poco soluble
en agua caliente, pero muy soluble en alcohol y lipidos. A continuacién, se presenta la

solubilidad de la quercetina en diferentes solventes organicos.

Tabla 4
Solubilidad de la quercetina

SOLUBILITY OF QUERCETIN IN ORGANIC SOLVENTS

Solvent mmol/L mole fraction Temperature (K)
acetonitrile 5.40 0.00028 323
6.80 0.00036 333
7.05 0.00037 343
acetone 80.08 0.00588 323
tert-amyl 67.01 0.00734 323
alcohol
water 0.000055 298.6
water 0.00000013 * 298.8
methanol 0.00092 298.6
ethanol 0.00153 298.6
* anhydrous quercetin

Fuente: (Aguda, 2016)
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Se calculé el contenido de flavonoides en mg EQ/g MS para cada tratamiento realizado
con la concentracién de la solucion, los volimenes trabajados y la cantidad de materia

vegetal utilizada.

Andlisis experimental.

Se utilizo el programa Statgraphics version 18.1.06 para generar la matriz de disefio,

recibir los resultados obtenidos de las pruebas experimentales y asi generar los

diferentes analisis y graficos como la superficie respuesta con su respectiva ecuacion,

gréafico de contornos, gréafico de interacciones y la obtencién del punto éptimo.
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Resultados y discusiones

Cuantificacion de flavonoides

La curva de calibracion resultante fue la siguiente

Absorbancia vs concentracion

0.400 0.351
0.350 0.311

0.300

0.250 0.225

Absorbancia 0.200
0.150

0.185

A =0.0041C-0.0141
0.100 R =0.9994

0.050

0.000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion (ug de quercetina/ml)

Figura 20. Curva de calibracién (absorbancia vs concentracién (ug de quercetina /ml))

El rango de absorbancias para la curva de calibracién fue de 0.185 a 0.351. Como se

aprecia, la ecuacion hallada fue

A =0.0041C — 0.0141

Se realizaron las 23 pruebas de la matriz de disefio, en el orden aleatorio dado por el
programa y mostrado en la tabla 3. Cuando se usé 1 ml del extracto obtenido mediante
algunos tratamientos, para la cuantificacion, se obtuvo absorbancias que estuvieron por
encima de la absorbancia limite de la curva de calibracion elaborada, que fue 0.351. Sin
embargo, a estos extractos se les diluy6 para que pudieran entrar en el rango, en un factor
de dilucién del 50%.

Tabla 5
Absorbancias de los tratamientos

Tratamiento CM TE RLS Absorbancia
(%) (°C) (mlig)
(Punto Axial)l -0.453785 70 30 0.278
(Punto Axial)2 50 70 13.1821 0.305
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(Punto Factorial)3 80 80 20 0.321
(Punto Factorial)4 20 80 40 0.209
(Punto Central)5 50 70 30 0.332
(Punto Axial)6 50 70 46.8179 0.219
(Punto Central)7 50 70 30 0.265
(Punto Central)8 50 70 30 0.294
(Punto Central)9 50 70 30 0.319
(Punto Factorial)10 20 60 20 0.260
(Punto Axial)11 50 53.1821 30 0.334
(Punto Central)12 50 70 30 0.300
(Punto Central)13 50 70 30 0.328
(Punto Factorial)14 20 80 20 0.312
(Punto Central)15 50 70 30 0.282
(Punto Factorial)16 80 80 40 0.193
(Punto Factorial)17 20 60 40 0.276
(Punto Central)18 50 70 30 0.280
(Punto Central)19 50 70 30 0.289
(Punto Axial)20 100.454 70 30 0.299
(Punto Factorial)21 80 60 20 0.215
(Punto Axial)22 50 86.8179 30 0.194
(Punto Factorial)23 80 60 40 0.336

A partir de las absorbancias, se calculé las concentraciones de cada extracto con la

ecuacion de la curva de calibracion. A los extractos que fueron disueltos para entrar en el

rango de la curva, se les multiplicé su concentracion por dos. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

Tabla 6

Concentraciones de flavonoides en cada solucién

Tratamiento

Concentracién de flavonoides (ug EQ/mI solucién)

(Punto Axial)1 142.244
(Punto Axial)2 155.415
(Punto Factorial)3 163.220
(Punto Factorial)4 108.829
(Punto Central)5 84.415
(Punto Axial)6 56.854
(Punto Central)7 68.073
(Punto Central)8 75.146
(Punto Central)9 81.244
(Punto Factorial)10 133.707
(Punto Axial)11 84.902
(Punto Central)12 76.610
(Punto Central)13 83.439
(Punto Factorial)14 159.073
(Punto Central)15 72.220
(Punto Factorial)16 100.780
(Punto Factorial)17 70.756
(Punto Central)18 71.732
(Punto Central)19 73.927
(Punto Axial)20 152.732
(Punto Factorial)21 111.756
(Punto Axial)22 101.268
(Punto Factorial)23 85.390
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A partir de las concentraciones de las soluciones, los volumenes utilizados y las

cantidades de materia vegetal usada, se calculd la cantidad de flavonoides obtenidos por

gramo de materia vegetal seca. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 7

Contenido de flavonoides obtenido en cada tratamiento

Tratamiento

Contenido de flavonoides (mg EQ/g MS)

(Punto Axial)1 42.690
(Punto Axial)2 20.557
(Punto Factorial)3 32.644
(Punto Factorial)4 43.532
(Punto Central)5 25.335
(Punto Axial)6 26.617
(Punto Central)7 20.430
(Punto Central)8 22.553
(Punto Central)9 24.383
(Punto Factorial)10 26.741
(Punto Axial)11 25.481
(Punto Central)12 22.992
(Punto Central)13 25.042
(Punto Factorial)14 31.815
(Punto Central)15 21.675
(Punto Factorial)16 40.312
(Punto Factorial)17 28.302
(Punto Central)18 21.528
(Punto Central)19 22.187
(Punto Axial)20 45.838
(Punto Factorial)21 22.351
(Punto Axial)22 30.393
(Punto Factorial)23 34.156

Andlisis experimental

Los contenidos de flavonoides obtenidos fueron colocados en el programa Statgraphics,

se analiz6 el disefio experimental y se obtuvo la siguiente grafica de superficie respuesta:
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Superficie Respuesta Estimada

Relacion solvente/ M5 = 30.0
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Concentracion Metanol 110 53
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Temperatura Extraccion

Figura 21. Grafico de superficie respuesta del contenido de flavonoides

La ecuacion de la grafica mostrada con sus coeficientes fue la siguiente:

Tabla 8

Coeficientes de la ecuacion de la gréafica de superficie respuesta

Coeficiente Estimado
constante 114.343

A: Concentracién Metanol -0.793596
B: Temperatura Extraccion -2.309

C: Relacién solvente/m.vegetal seca -0.487023
AA 0.00839254
AB -0.00160625
AC 0.00258125
BB 0.0178086
BC 0.00752375
CcC 0.00242898

La ecuacion del modelo ajustado fue

Contenido de flavonoides
= 114.343 — 0.793596 * C. Metanol — 2.309 * T. Extraccién — 0.487023

+ 0.00839254 * C. Metanol? — 0.00160625 * C. Metanol

solvente
MS

*

= T. Extraccion + 0.00258125 = C. Metanol *

* T. Extraccion® + 0.00752375 = T.Extraccion *
solvente

MS

2

solvente

+ 0.0178086
solvente

+ 0.00242898
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El grafico de contornos correspondiente fue el siguiente:

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

Relacion solvente/ MS =30.0
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Figura 22. Gréfico de contornos del contenido de flavonoides
Para el modelo presentado se tuvo la siguiente tabla ANOVA
Tabla 9
Tabla ANOVA de la variable contenido de flavonoides
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Concentracion Metanol 1.29641 1 11.39641 0.18 0.6800
B:Temperatura Extraccidn 148.369 1 1148.369 18.91 0.0008
C:Relacidn solvente/M vegetal 135.029 1 ]135.029 17.21 0.0011
AA 906.53 1 |906.53 115.55 0.0000
AB 1.85763 1 |1.85763 0.24 0.6346
AC 479725 1 1479725 0.61 (.4482
BB 50.3923 1 1503923 6.42 0.0249
BC 452855 1 |452855 0.58 04610
cC 0.937459 1 10937459 0.12 0.7351
Error total 101.993 13 |7.84561
Total (corr) 135249 22

R-cuadrada = 92.4589 porciento

R-cuadrada (ajustada por grados de libertad) = 87.2381 porciento

Error estandar del estimado = 2.801
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Error absoluto medio = 1.71474
Estadistico Durbin-Watson = 1.42166 (P=0.0646)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.278936

La tabla ANOVA particiona la variabilidad del contenido de flavonoides en partes
separadas, para cada uno de los efectos, luego prueba la significancia estadistica de cada
efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este
caso, 4 efectos tuvieron un valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explicé 92.4589% de la
variabilidad en el contenido de flavonoides. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas
adecuado para comparar modelos con diferente nUmero de variables independientes, fue
87.2381%. El error estandar del estimado indic6 que la desviacién estandar de los residuos
fue 2.801. El error medio absoluto (MAE) de 1.71474 es el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa. Debido a que el valor-P fue mayor que 5.0%, no hay indicacién de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.

Ademas, se obtuvo el grafico de efectos principales siguiente:
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Figura 23. Gréfico de efectos principales del contenido de flavonoides
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En los graficos mostrados, se puede observar el efecto de las variables escogidas y sus
niveles en el contenido de flavonoides obtenido de la chijchipa (Tagetes mandonii). Se
encontré un punto donde la pendiente del plano tangente es igual a cero, pero al observar
la forma de la superficie y la gréfica de contornos, nos damos cuenta que se trata de un
punto minimo. Para obtener un punto optimo, la forma de la superficie de respuesta debe
ser la de una montafia, como se aprecia en la figura 9 b. Sin embargo, la region
experimental escogida fue adecuada, dado que las variables independientes trabajadas, y
sus niveles respectivos, estuvieron basadas en pruebas preliminares y en bibliografia. El
nivel alto de la temperatura se fij6 en 80°C, porque los flavonoides podrian empezar a
degradarse a temperaturas mayores; mientras que el nivel bajo se fijé en 60°C al ser esta
una temperatura cercana a la temperatura de ebullicion del metanol, ademas se sabe que
a menores temperaturas el contenido extraido es menor, como también se pudo comprobar
experimentalmente y se observa en la figura 23. La concentracion de metanol estuvo en el
rango del 20% al 80%, pero también se probd los valores extremos de 0% y 100% al
momento de experimentar lo puntos axiales, por lo que se cubre todos los valores posibles.
Finalmente, se fijo los niveles de la relacion solvente/MS de tal manera que la absorbancia
final estuviese en el rango establecido por la ley de Lambert y Beer, que es de 0.2 a 0.8.
Eso quiere que decir que la investigacion realizada permitio lograr una mejor extraccion y
maximizé el contenido de flavonoides obtenido de la chijchipa, pero no se pudo alcanzar

un punto 6ptimo con los datos obtenidos.

Al observar la figura 23, se aprecia que al trabajarse con una mayor relacién solvente/MS
se obtuvo un mayor contenido de flavonoides. Es probable que con bajas relaciones el
extracto se empezd a saturar, mientras que, con una mayor relacion, hubo méas solvente
disponible para lograr extraer un mayor contenido. Respecto a la concentracion de metanol,
se observa como se obtuvo un mayor contenido de flavonoides con concentraciones
extremas, bajas o altas, mientras que, con concentraciones intermedias, el contenido se
vio reducido. Esto probablemente ocurrié debido a qué durante la extraccion por reflujo, el
metanol se empez6 a evaporar primero que el agua al tener un menor punto de ebullicion,
lo cual afecto la polaridad del solvente en el balén. Cuando el solvente estuvo compuesto
de principalmente agua o metanol, su polaridad se mantuvo mas estable durante la
extraccion, pero cuando estuvieron mezclados, la polaridad variaba y por tanto variaba la

forma en cdémo eran extraidos los flavonoides.
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Comprobacion del punto maximo

Como se menciond en la parte de discusiones, la investigacion realizada no permite
encontrar un punto 6ptimo, pero si permite mejorar la extraccion mediante la determinacion
de un tratamiento con el que se obtiene un contenido de flavonoides mas alto que los otros
probados en la matriz de disefio de la tabla 3, a este tratamiento encontrado se le llamara

punto maximo.

El punto maximo obtenido en él programa fue el siguiente:

Tabla 10
Punto maximo para la extraccion de flavonoides

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion Metanol -0.453785 100.454 98.7587
Temperatura Extraccion 53.1821 86.8179 86.8179
Relacion solvente/M.vegetal 13.1821 46.8179 46.7872

En este punto, el contenido de flavonoides obtenido fue el siguiente:

Contenido maximo de flavonoides dado por el programa = 62.838 mg EQ/g MS

Se prob6é experimentalmente el punto maximo obtenido mediante el programa
Statgraphics. Los niveles ajustados fueron los siguientes: concentracion de metanol, 99%;
temperatura de extraccion, 87°C; y relacion solvente/m.vegetal, 46.79 ml/gr. La
absorbancia obtenida, de aplicar el método de cuantificacion al extracto obtenido al realizar
este tratamiento, estuvo por encima del limite de nuestra curva de calibracioén, por lo que
se diluyo el extracto para que pudiese entrar en el rango, usando un factor de dilucién del

50%. La absorbancia obtenida fue la siguiente

Absorbancia obtenida de realizar experimentalmente el punto maximo = 0.232

Aplicando la ecuacion de nuestra curva de calibracion a la absorbancia obtenida, se obtiene
la concentracién de flavonoides de la solucion. La concentracion de flavonoides obtenida

fue multiplicada por dos. Se obtuvo el siguiente resultado:

Concentracién de flavonoides obtenida experimentalmente = 120.048 ug EQ/mI solucién
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Para poder obtener el contenido de flavonoides por gramo de chijchipa seca, se realizé
célculos en base a la concentracién de la solucién obtenida, los volimenes con los que se
trabajé y la cantidad de materia vegetal que se utilizé (ver Anexo 7). El valor obtenido fue

el siguiente

Contenido maximo de flavonoides obtenido experimentalmente = 56.203 mg EQ/g MS

Se puede observar que, si bien se obtuvo experimentalmente un valor de contenido de
flavonoides menor al dado por el programa, este fue cercano y mayor al de cualquier
tratamiento realizado inicialmente. Ademas, se considera adecuado debido al R?ajustado

gue tiene la ecuacion de nuestra superficie respuesta.

Este valor es muy superior a los obtenidos en la investigacién realizada por Ayub (2017),
donde se cuantificé flavonoides de extractos de Tagetes erecta y Tagetes patula. En este
trabajo, se realizé una extraccion, utilizando un agitador orbital, de los pétalos de las flores
de las plantas ya mencionadas, los cuales fueron secados y molidos a un polvo fino. Se
usaron como solventes hexano y metanol, ademés, el método de cuantificaciéon de
flavonoides utilizado fue el método espectrofotométrico de formacién de un complejo con
el cloruro de aluminio. El extracto de metanol de Tagetes Patula fue el mas rico en

flavonoides con 16.9 mg EC (equivalentes de catequina) /g MS (Ver anexo 4).

Sin embargo, él contenido logrado es menor a los obtenidos por Siriamornpun (2012), el
cual cuantificé flavonoides de un extracto de pétalos de Tagetes erecta, los cuales fueron
sometidos a diferentes tratamientos previos como liofilizacion, secado con aire caliente y
una combinacion de aire caliente y radiacion infrarroja. El método de extraccion utilizado
fue una maceracion por 12 horas con una mezcla de metanol, acido clorhidrico (HCI)
(100:1) y 2% terbutil hidroquinona (TBHQ). Para cuantificar los flavonoides en este trabajo,
también se utiliz6 el método de formacién de un complejo con el cloruro de aluminio, los
resultados fueron expresados en mg ER (equivalentes de rutina) /g MS (Ver anexo 5). El
menor resultado obtenido fue de 68.9 mg ER/ g MS, el cual es superior al valor obtenido

en este trabajo.

Las investigaciones mencionadas, utilizaron los pétalos de las flores de la Tagetes erecta
y Tagetes patula, mientras que en la presente investigacion se utilizé las hojas y tallos de
la Tagetes mandonii, debido a que estas partes de la planta suelen utilizarse con propésitos

alimenticios y medicinales (Lorenzo et al., 2002). Ademas, Parejo et al. (2005) en su
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investigacion extrae derivados de la quercetagetina, un flavonol, de las hojas y tallos de la
Tagetes maxima. Otra razén por la cual se utilizé las hojas y tallos, es debido a que estas
son las partes de las hierbas que son comunmente utilizadas en la preparacion de comidas

y aderezos.

La diferencia entre los resultados obtenidos por Ayub (2017) y Siriamornpun (2012) con los
de esta investigacién es debido a diversos factores como el método de extraccion
empleado, partes de la planta utilizadas, especie de la planta utilizada, solventes y
reactivos utilizados, temperatura y estacion de crecimiento de la planta, condiciones

ambientales durante la parte experimental y preparacion previa a la muestra.
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Conclusiones

No se pudo encontrar una combinacion de los niveles de los parametros con la que se logra
un valor éptimo en el contenido de flavonoides; sin embargo, se logro una mejor extraccion

y se maximizé el contenido de flavonoides obtenido de la chijchipa.

La combinacién de niveles de los factores de extraccién que da un valor maximo de
contenido de flavonoides es de 99% de concentracién de metanol, 87°C de temperatura de

extraccion y 46.79 ml/gr de relacién solvente/MS.

El contenido méximo de flavonoides obtenido fue de 56.203 mg EQ/g MS

El resultado de contenido de flavonoides de la Tagetes mandonii guarda relacion con los
contenidos de flavonoides de otras especies de ese género, dado que el resultado de esta

investigacion estd comprendido entre los valores hallados por otras investigaciones.
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Recomendaciones

Como se puede observar en la figura 23, se obtuvo un contenido similar de flavonoides
utilizando una concentracion de metanol muy alta (100%) o muy baja (0%). Si bien el
contenido extraido es mayor con altas concentraciones de metanol, para aplicaciones en
la industria alimentaria, se recomienda el uso de agua destilada, es decir una concentracién
del 0% de metanol. Esto es debido a que se incurriria en menores gastos, el contenido de
flavonoides obtenido también seria elevado y un extracto acuoso seria mas sencillo y

seguro de manipular comparado con uno de metanol, el cual es téxico.

Se recomienda encontrar, de ser posible, una mezcla azeotrépica entre el agua y metanol

para ver el contenido de flavonoides que son extraidos con este solvente.

Se recomienda elaborar algun alimento que contenga chijchipa, como por ejemplo un
aderezo o mezcla, para fomentar su uso y hacerla mas conocida. En los productos
realizados se debe de hacer énfasis en las propiedades beneficiosas de esta planta, ya

gue esto permitira que se difunda mas rapido.

Esta planta es oriunda de zonas andinas, pero se deberia intentar sembrar en otros climas

y alturas para ver su desarrollo y viabilidad.

Se recomienda realizar otros métodos de extraccion y cuantificacion a la chijchipa, con el

objetivo de ver con cual se obtiene un mayor contenido de flavonoides.
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Anexos

Anexo 1. Fotografias del estdndar quercetina, los reactivos utilizados y algunas pruebas

preliminares a la elaboracion de la curva de calibracion
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Anexo 2. Fotografias de la elaboracion de la curva de calibracion
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Anexo 3. Fotografias de algunos extractos de chijchipa obtenidos
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Anexo 4. Tabla con contenido de flavonoides de Tagetes erecta y Tagetes patula,
expresado en mg equivalentes de catequina (EC) /g materia vegetal seca (MS)

Extracts Extract Yield Total Phenolics Total Flavonoids Total Carotenoids DPPH radical
(¢/100g of dry petals) (mg TP/g of dry petals) (mg TF/g of dry pefals) (mg TClg of dry scavenging
petals)
(IC ng/mL)
Tagetes patula hexane ~ 62320.3° 360=030° 1.70=0.10° 63220.1" 300221
Tagetes patila methanol 213+ 12° 3817 16.9=0.61° 505£0,51°
Tagetes erecta hexane ~ 6.80£0.3° 300£021° 2002011 645£02° AEIRS
Tagetes erectamethanol ~ 23.1219° 356214 150046 5732046
BHT 392£0.36"
BHA 415£029°

Fuente: (Ayub, 2017)
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Anexo 5. Tabla con contenido de flavonoides de Tagetes erecta, expresado en mg
equivalentes de rutina (ER) /g MS

Total phenolic content, total flavonoid content and FRAP value of fresh and dried marigold flower by different

rying methods.

Drying method TEC TRC FRAP

(mg RTE/g DW) (tg GAE/g DW) (umolFeS0y/g DW)
Fresh 1078431" 58404 010+ 264"
Freee dry 105519 36415 BL0:B7°
Hot air B9+ 1 81 7907 184°
FIR-hot ai 131472 00413 G707+ 144°

Fuente: (Siriamornpun, 2012)
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Anexo 6. Diagrama de Pareto de los efectos para el contenido de flavonoides

AA

B:Temperatura Extraccion
C:Relacion solvente/MS
BB

AC

BC

AB

A:Concentracién Metanol
cC

Diagrama de pareto estandarizado para contenido de flavonoides

T EEm

Efecto estandarizado
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Anexo 7. Calculos para la obtencion del contenido de flavonoides por g de materia
vegetal seca

Después de probar experimentalmente el punto méaximo y realizar el método de

cuantificacién, se obtuvo la siguiente absorbancia:

Absorbancia obtenida de realizar experimentalmente el punto méximo = 0.232

Aplicando la ecuacion de la curva de calibracion se obtiene la siguiente concentracion en

la solucion:

Concentracion de flavonoides obtenida experimentalmente = 120.048 ug EQ/mI solucion

Sin embargo, el tubo de ensayo contenia 10 ml de solucién, por lo que en total se tuvo

ug EQ
120.048 ———  + 10 ml = 1200.48 ug EQ
ml muestra

Esa concentracion de flavonoides estaba en el mililitro de extracto que se utilizé para el
método de cuantificacion. Nuestra fiola contenia 25 ml del extracto, por lo que se tuvo en

total

ug EQ
120048 ———— * 25ml = 30012 ug EQ
ml extracto

La relacion solvente/materia vegetal seca utilizada fue de

ml solvente _ 25 ml solvente
gMS 0534 gMS

46.79

La cantidad de materia vegetal seca usada para los 25 ml de extracto, fue de 0.534 g, por

lo que se tiene lo siguiente
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30012 ug EQ
0.534 g MS
Convirtiendo los microgramos (ug) a miligramos (mg) se tiene

30.012 mg EQ
0.534 g MS

Finalmente calculamos para un gramo de materia vegetal seca

mg EQ
gMS

56.203
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