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PRESENTACION

El trabajo de investigacion fue desarrollado como parte de la formacién
académica y de investigacion como requisito para obtener el titulo
profesional de Ingeniero Agrindustrial, asi como el aporte a la industria
farmacéutica. El trabajo abordd en la extraccion discontinua solido — liquido
de los antioxidantes de las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.),
donde se acondicionaron a diferentes parametros de extraccion,
posteriormente los extractos de las hojas de los diferentes tratamientos
fueron analizados la actividad antioxidante por el método de

espectrofotometria UV-vis.

El trabajo de investigacion consta de cuatro capitulos, estructurados de la

siguiente manera:

Capitulo I: Problema de Investigacion, se consignan la descripcion de los
problemas, los objetivos, operacionalizacion de las variables, las hipotesis,
justificacion. En el Capitulo Il: Marco tedrico, donde se consignan todos los
antecedentes de la investigacion y la revision bibliografica de los conceptos
relevantes utilizados en el estudio. Capitulo Il Tipo de estudio, disefio de
estudio, poblacion y muestra, métodos y técnicas, donde se consignan las
generalidades de la investigacion, materiales y equipos utilizados, asimismo,
se describe la metodologia utilizada para llevar a cabo la investigacion.
Capitulo IV: Resultados y discusiones, donde se consignan los resultados
obtenidos, mediante tablas y figuras, reforzadas por una discusién e

interpretacion de dichos resultados.

La presente investigacion tiene como objetivo establecer las condiciones
operativas optimas de la extracciéon discontinua sélido-liquido de las hojas de
Anona (Annona x atemoya Mabb.) que permita maximizar el contenido de
antioxidantes en el extracto etandlico y minimizar la desnaturalizacién de los

mismos.



RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue establecer las condiciones operativas
Optimas de la extraccién discontinua sélido-liquido de las hojas de Annona x
atemoya Mabb. que permita maximizar el contenido de antioxidantes en el

extracto etandlico y minimizar la desnaturalizacion de los mismos.

La extraccion sélido—liquido, se llevd a cabo en un reactor discontinuo. El
extracto obtenido, se centrifugd en una centrifuga refrigerada, y se concentro
en un rotavapor, luego fue analizado por espectrofotometria UV-Vis. Todos
los datos experimentales se analizaron en el software Design-Expen®
Versiéon 11, utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM). La
actividad antioxidante medida por el ensayo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) de las hojas de Anona en funcion del tamafio particula (13, 25, 40
N° malla), la temperatura de extraccion (30, 46.5,48, 60 ° C), relacion masa
muestra: masa solvente (1:15, 1:19.5, 1:20.5, 1:25 g:g) y concentracion de
etanol (70, 81.31, 81.7, 96 %v/v). de los compuestos antioxidantes de las

hojas de Anona.

Los resultados de las condiciones 6ptimas de extraccion de los fenoles
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante fueron los siguientes:
tamafio particula a 13 (N°malla), temperatura de extraccion a 58,24 °C,
relacion masa muestra: masa solvente de 1:15 g:g, y concentracion etanol
96% viv. Como resultado, 1978,93 ugEAG/mL fenoles totales, 31998,78
MgEC /mL, flavonoides totales y actividad antioxidante 121,43 % inhibicion.
Se concluye que los parametros de extraccion influyeron sobre las
concentraciones de fenoles totales, flavonoides totales y actividad

antioxidante.

Palabras clave: Annona x atemoya Mabb.; actividad antioxidante; Fenoles

totales, Flavonoides totales.



ABSTRACT

The objective of this investigation was to establish the optimal operating
conditions of solid-liquid discontinuous extraction of the leaves of Annona x
atemoya Mabb. that allows to maximize the content of antioxidants in the

ethanolic extract and minimize the denaturation thereof.

The solid-liquid extraction was carried out in a batch reactor. The extract
obtained was centrifuged in a refrigerated centrifuge and concentrated in a
rotary evaporator, then analyzed by UV-Vis spectrophotometry. All the
experimental data were analyzed in the Design-Expert® Version 11 software,
using the response surface methodology (RSM). The antioxidant activity
measured by the assay of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) of the leaves
of Anona depending on particle size (13, 25, 40 mesh N°.), extraction
temperature (30, 46.5,48, 60 ° C), sample mass ratio: solvent mass (1:15, 1:
195, 1: 20.5, 1:25 g: g) and ethanol concentration (70, 81.31, 81.7, 96% v/

v). of the antioxidant compounds of the Anona leaves.

The results of the optimal extraction conditions of total phenols, total
flavonoids and antioxidant activity were as follows: particle size at 13 (mesh
No.), extraction temperature at 58,24 ° C, sample mass ratio: solvent mass of
1: 15 g: g, and ethanol concentration 96% v / v. As a result, 1978,93 ug EA /
mL total phenols, 31998,78 yg CE / mL, total flavonoids and antioxidant
activity 121,43% inhibition. It is concluded that the extraction parameters
influenced the concentrations of total phenols, total flavonoids and

antioxidant activity.

Key words: Annona x atemoya Mabb.; antioxidant activity; Total phenols,

total flavonoids.
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INTRODUCCION

La Anona (Annona x atemoya Mabb.) también popularmente conocida como
atemoya es un pequefio arbol perteneciente a la familia Annonaceae, género
Annona. Es una planta de fruto comestible y se destaca por su aromatica,
sub4cida y jugosa pulpa (Moura, R. et al. 2015). Es un arbol nativo de
Ameérica Tropical, se le encuentra en todo el continente americano y se cree
que su origen es la cuenca del Rio Amazonas (Gonzcllez-esquinca et al.
2011). Las hojas han sido utilizados como medicina tradicional debido a sus
acciones farmacoldgicas, tales como analgésicos, antiinflamatorios,
antiparasitaria, anticancerigeno, entre otros (Saha, R. 2011). Los
antioxidantes, especialmente los compuestos fendlicos que se encuentran
en las plantas medicinales, han recibido una atencion creciente debido a su
posible papel en la prevencion de enfermedades humanas (Cai, Y. etal.
2004). Sin embargo, no se han investigado los métodos para optimizar las
capacidades de extraccion de los fendlicos (FT) y los flavonoides (Ft) de las
hojas de Annona x atemoya Mabb. Por lo tanto, para hacer un mejor uso de
una buena fuente de antioxidantes, es necesario maximizar la extraccion de
antioxidantes de las hojas de Annona x atemoya Mabb. Teniendo en cuenta
la composicion de las fuentes naturales de los compuestos fendlicos, asi
como su estructura y propiedades fisico-quimicas, no se puede concebir un
protocolo de extraccion universal y se debe disefiar y optimizar un
procedimiento de extraccion especffico para cada fuente fendlica (Contini, M.
et al. 2008).

El método de extraccién debe ser el mas adecuado para cada aplicacion
concreta. Las condiciones de extraccion, tales como tamafio particula,
temperatura de extraccion, relacibn masa muestra: masa solvente y
concentracién etanol influyen en la estabilidad de los antioxidantes, asi como
también en la concentracion de los fenoles totales y flavonoides totales
extraidas (Bridgers, E. et al. 2010). Asi, se debe maximizar la concentracién
de los fenoles totales y flavonoides totales, minimizar los compuestos
adjuntos extraidos y limitar la degradacion o alteracion del estado natural del

extracto. EI conocimiento de los factores involucrados en su estabilidad y de
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los mecanismos de degradacién es sumamente vital para una eficiente

extraccion y uso de los antioxidantes como alimentos funcionales.

En la presente investigacion, el etanol se adoptdé como medio de extraccion
debido a sus efectos ecoldgicos y su no toxicidad para la salud humana. La
concentracién del etanol y la temperatura de extraccion es uno de los
principales factores que afectan la extraccion de polifenoles de las hojas de
Anona, los autores han estudiado el efecto de la concentracion de etanol en
la extraccion de fenoles de 10 al 90%; el 60% de etanol fue el disolvente
mas eficiente para los fenoles y 60 °C de temperatura de extraccion
(Taralkar, S. et al. 2016). Entre los diversos factores que contribuyen a la
eficiencia del proceso de extraccidon con solventes y la extraccion de
compuestos antioxidantes a partir de las hojas. Los parametros de
extraccion como el tamafo particula (N°malla), temperatura de extraccion
(°C), relacion masa muestra: masa solvente (g:g) y concentracion etanol (%)
se investigan a menudo (Yang, L. etal. 2009). Mediante el uso de la
metodologia de superficie de respuesta través del disefio D-optimal seran
estudiadas los factores que muestran efectos significativos (p<0,05) en la
capacidad de extraer compuestos fendlicos de las hojas de Annona Xx
atemoya Mabb, que permite la evaluacion de los efectos combinados de
todos los factores y determina una amplia regién en la que los resultados

son validos (Pérez-Jiménez et al. 2008).

El objetivo de la tesis, fue: establecer las condiciones operativas 6ptimas de
la extraccion discontinua solido-liquido de las hojas de Anona (Annona X
atemoya Mabb.) que permita maximizar el contenido de antioxidantes en el

extracto etandlico y minimizar la desnaturalizacion de los mismos.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Descripcion del problema

Esta buUsqueda de la salud y el estiio de vida saludable han
incrementado el interés por los compuestos bioactivos naturales que
podrian introducirse en nuestra dieta o ser utilizados en la industria
farmacéutica (Silva, E. et al. 2007). En este contexto, los antioxidantes
fendlicos son el grupo de moléculas mas prometedor debido a su alta
actividad antioxidante (Aguirre, J. et al. 2012). La actividad biolégica de
las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.) se relaciona con la
presencia de polifenoles. En particular, se ha informado que los
polifenoles de las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.)
presentan propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antimicrobiana, entre otros (Rabélo, S. et al. 2014). Por estas razones,
se ha realizado un gran esfuerzo para extraer los polifenoles
contenidos en las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.) por el
método de extraccion solido — liquido (Wongkittipong, R. et al.
2004).Teniendo en cuenta la diversidad en la composicion de las
fuentes naturales de antioxidantes, asi como la estructura y las
propiedades fisicoquimicas de estos compuestos, no es concebible un
protocolo de extraccion universal y deben optimizarse procesos
especfficos para cada fuente fendlica (Silva, E. et al. 2007). Muchos
factores contribuyen a la eficacia de la extraccion discontinua solido -
liquido, como el tipo de disolvente, el tamafio particula, temperatura de
extraccion, relacibn masa muestra: masa solvente y concentraciéon
etanol (Pinelo, M et al. 2005). Los efectos de las condiciones
paramétricas como el tamafio particula, temperatura, Ratio Masa
muestra: Masa solvente y concentracion etanol sobre la actividad

antioxidante promueven variaciones en su composicion quimica.



El tamafio de las particulas es una variable importante a considerar.
Estudios previos han demostrado que los mejores rendimientos de
polifenoles se logran cuando se trabaja con particulas finas, muy
probablemente debido al aumento en la superficie de intercambio y la
disminucion en la longitud del camino necesaria para la superficie, lo

gue aumenta el tiempo de extraccion (Spigno, G. et al. 2007).

El efecto de la temperatura en la actividad antioxidante en el nivel de
extraccion de fenoles totales es en el rango de 15 °C a 95 °C; donde
claramente parece que el rendimiento de polifenoles se incrementa con
el aumento de la temperatura. Sin embargo, los valores de temperatura
mas altos de 50 °C pueden dar lugar a la desnaturalizacién de las
membranas vegetales (Sahin, S. et al. 2015). Se debe mantener la
temperatura de extraccién por debajo de un cierto limite, teniendo en
cuenta el alto contenido en fendlicos en hojas de Anona (Annona X
atemoya Mabb.), fijamos una temperatura maxima (valor axial) de 65,2
°C (Sahin, S. et al. 2015).

La relacibn masa muestra: masa solvente de 1:35 (m/v) constituyen las
mejores condiciones para la extraccion de polifenoles por contacto
sélido-liquido, empleando para dicha operacién la menor temperatura
estudiada (Valdés-Hernandez, etal., 2015).

El efecto de la concentracién del solvente (etanol) en la actividad
antioxidante tienen un efecto significativo en la extraccion de fenoles,
ya que se obtienen diferentes rendimientos, cantidad de fenoles y
capacidad antioxidante en los extractos obtenidos (Soto-Garcia y
Rosales-Castro 2016).

Por tanto, el conocimiento de los mecanismos por las cuales se
realizan las condiciones de extraccion, junto con el modelamiento
matematico ayuda a establecer las condiciones Optimas operativas,
para maximizar la extraccion de los antioxidantes y minimizar la
desnaturalizacion de los antioxidantes y mejorando la calidad de los

productos.



1.2

Formulacion del problema

¢, Cuales son las condiciones operativas oOptimas de la extraccidon

discontinua sélido-liquido de las hojas de Anona (Annona x atemoya

Mabb.) que permita maximizar el contenido de antioxidantes en el

extracto etanolico y minimizar la desnaturalizacién de los mismos?

1.3. Objetivos

Objetivo general

e Establecer las condiciones operativas Optimas de la
extraccion discontinua sélido-liquido de las hojas de Anona
(Annona x atemoya Mabb.) que permita maximizar el
contenido de antioxidantes en el extracto etandlico vy
minimizar la desnaturalizacién de los mismos.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la variacion de los parametros de
operacidon de la extraccion discontinua sélido-liquido de las
hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.) en fenoles totales,
flavonoides totales y actividad antioxidante de los extractos
obtenidos.

e Evaluar las condiciones operativas del proceso discontinuo de
extraccion solido—liquido a las cuales se tendrd una maxima
separacion de componentes antioxidantes contenidas en las
hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.)

Optimizar el modelo matematico que describa el proceso de
extraccion de componentes antioxidantes de las hojas de
Anona (Annona x atemoya Mabb.), maximizando la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos.

1.4. Variables

1.4.1. Variables independientes

Condiciones de extraccion



% Z1: Tamarfio de particula
& Z2: Temperatura de extraccion
% Z3: Relacion Mm:Ms
& Z4: Concentracion etanol
1.4.2. Variables Dependientes
Componentes Antioxidantes
% Y1: Fenoles totales
% Y2: Flavonoides totales
% Y3: Actividad Antioxidante

1.5. Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacién de las variables

VARIABLES | INDICADORES | INDICES

VARIABLES INDEPENDIENTES

Z1: Tamanfo de particula (N°
malla) 13, 25, 40
Condiciones de | Z2: Temperatura de extraccion
operacion °C) 30, 46.5, 48, 60
Z3: Relacion Mm:Ms (g:0) 1:15, 1:19.5, 1:20.5, 1:25
Z4. Concentracion etanol (% v/v) 70, 81.31, 81.7, 96
VARIABLES DEPENDIENTES
Y1 Y1.1: Flavonoides totales (ug EGQAG/mL)

componentes | Y1.2: Fenoles totales (ugeqC/mL)
Antioxidantes  ['Y1.3; Actividad Antioxidante (% inhibicién)

Fuente: Elaboracion Propia (2017)
1.6. Hipétesis

Ho: A temperaturas de extraccion inferiores a 60°C, tamafio de
particua menor a 40 (N°malla), relacibn masa muestra:masa
solvente menor a 1:25 (g:g) y concentracion etanolica 96 (%v/v) en

la extraccion del extracto de hojas de Anona (Annona X atemoya
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Mabb.) no se desnaturalizan significativamente los flavonoides

totales, fenoles totales y mantiene una actividad antioxidante inicial.

Hi: A temperaturas de extraccion superiores a 60°C, tamafio de
particula menor a 40 (N° malla), relacion masa muestra:masa
solvente menor a 1:25 (g:g) y concentracion etanolica 96 (%v/v) en
la extraccion del extracto de hojas de Anona (Annona X atemoya
Mabb.), se desnaturalizan significativamente los flavonoides
totales, fenoles totales y no mantiene una actividad antioxidante
inicial.

Justificacion

El interés creciente de la industria alimentaria, farmacolégica y
quimica fina por el uso de productos naturales en los Ultimos afios,
fue incrementdndose sostenidamente, sobre todo, por el contenido
de biomoléculas (metabolitos secundarios), responsables de
actividades biologicas beneficiosas para la salud humana (Garcia,
Y. et al. 2016). Las frutas tropicales del oriente peruano, han sido
objeto de poco o ningun estudio respecto a la determinacion
quimica y/o bioquimica de sus componentes bioactivos, y su uso
como producto nutracéutico o funcional fue aln mas critico (Nava,
E. et al. 2015). La Anona (Annona Xx atemoya Mabb.), hibrido
interespecifico de la Anona (Annona squamosa L.) y Annona
cherimoya Mill., tiene una inusitada importancia, dado que los
extractos etandlicos de las hojas presentan actividad antioxidante y
antimicrobiano, y un alto contenido de fenoles totales y flavonoides
totales (Rabélo, S. et al. 2013), no habiendo reportes de la
caracterizacion quimica de los extractos de hojas de A. x atemoya
Mabb.

La Anona (Annona x atemoya Mabb.) es un recurso natural con un
gran potencial e importancia en la Amazonia peruana. Sus frutos
son consumidos por habitantes de esta parte del mundo, asi como
también sus hojas son usadas para fines medicinales (Orwa, C. et

al. 2009). Por otro lado, esta planta por poseer propiedades
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nutritivas y funcionales, con alto poder antioxidante, contenido de
fenoles y flavonoides con actividad biol6gica, despierta un interés
inusitado en el sector agroindustrial, convirtiéndose en un reto para
los investigadores el estudio de los procesos de extraccion y
optimizacion de los componentes antioxidantes de las hojas de

Anona (Annona x atemoya Mabb.), motivo de esta investigacion.

Por consiguiente, el establecimiento de las condiciones 6ptimas
permitira implementar procesos industriales fiables para el
procesamiento de las hojas, de Anona (Annona x atemoya Mabb.)
dando un alto valor agregado a este producto, coadyuvando al

desarrollo de la agroindustria.

Por todo lo anterior, el presente trabajo trata de fomentar el
consumo y aprovechamiento de la Anona (Annona x atemoya
Mabb.) y busca establecer las condiciones éptimas del proceso
discontinuo de extraccion sdélido — liquido que maximice la cantidad
de componentes antioxidantes separadas de las hojas de Anona

(Annona x atemoya Mabb.)

De las referencias bibliograficas consultadas, podemos indicar que,
para el caso de las hojas de Anona no existe un estudio detallado
en el cual se haya establecido las condiciones 6ptimas del proceso
discontinuo de extraccion solido — liqguido que maximice la cantidad
de componentes antioxidantes separadas de las hojas de Anona en
funcibn a las variaciones de los parametros de extraccion tales
como tamafo de particula, temperatura, concentracion etanolica,

Relaciéon Masa muestra:Masa solvente.

Consideraciones éticas

El presente trabajo de investigacion aborda el tema de los aspectos
éticos involucrados en las investigaciones cientificas donde el
proceso de obtencién de los extractos fue realizado en Optimas

condiciones cumpliendo con las normas de higiene (BPM).
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

Antecedentes de estudio

Selin S., y Zeynep |. (2014). Realizaron el trabajo intitulado
“‘Estudio sobre condiciones o6ptimas de extraccién para hoja de
olivo extractos ricos en polifenol y flavonoides”, En este estudio, la
metodologia fue la siguiente: La extraccién fue asistida por
ultrasonido (EAU) de polifenoles y flavonoides de hojas de olivo fue
investigado los efectos de la temperatura (27-37 °C), concentracion
de solvente (10-70% v/v de etanol) y el tiempo (30-60 min) se
determinaron por la metodologia (RSM) tanto por superficie
experimental como de respuesta técnicas. Actividad de eliminacién
de radicales libres para la capacidad antioxidante fue probado por
el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados fueron:
Para el contenido fendlico total (TPC), 43,8252 mg-GAE / g de hoja
seca se predijo en las condiciones éptimas (34.18 °C, 43.61% viv
de etanol y 59,99 min). En conclusion, para el caso de contenido
total de flavonoides (TFC), 31.9920 mg-CE / g hoja seca se calculd

en las condiciones optimas (34,44 °C, 70% viv de etanol y 60 min).

Taralkar, S. et al.,, (2016). Realizaron una investigacién sobre:
“Optimizacion paramétrica y modelado de lotes de proceso de
extraccion para la extraccion de acido betulinico de Hojas de Vitex
negundo Linn.” La metodologia de este estudio fue la siguiente: La
extraccion de 4cido betulinico de las hojas de Vitex negundo Linn
se llevd a cabo en una serie de disolventes (metanol, etanol,
alcohol isopropilico y agua). EI metanol dio el rendimiento maximo
de extraccion vy, por lo tanto, se utiliz6 para investigar la influencia
del tamafio de particula, la velocidad de agitacion, carga solida, y
temperatura, etc., sobre la velocidad y la recuperacion en un

reactor discontinuo agitado. La difusividad intraparticula del acido



en cada disolvente a diferentes temperaturas se estimé usando un
modelo de difusion masiva de estado inestable. Los resultados de
la difusividad del acido betulinico a través de la celulosa la matriz
de hojas estan en el rango de 1.7x10% a 9.23x10™ m?/s Yy esta
fuertemente influenciada por temperatura de extraccion. En
conclusién, la metodologia de superficie de respuesta se usO para
estimar las condiciones Optimas para la extraccion de acido

betulinico.

Nunes, R. y Granato, C. (2014). Realizaron el trabajo intitulado
“‘Optimizacion de fendlicos y condiciones de extraccién de
flavonoides y Actividad Antioxidante de las Hojas de Yerba Mate
(lex paraguariensis A. St.-Hil.,, Aquifoliaceae) utlizando la
metodologia de superficie de respuesta”, su objetivo fue: Maximizar
la extraccién de fenoles totales y flavonoides, asi como la actividad
antioxidante medida por el ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) de yerba mate (llex paraguariensis) en funcion del tiempo
(5, 7.5 y 10 min) y la temperatura de extraccion (60, 75 y 90 °C).
Los datos fueron sometidos a Metodologia de superficie de
respuesta y los resultados mostraron que el polinomio las
ecuaciones fueron significativas, no presentaron falta de ajuste y
presentaron coeficientes de determinacion ajustados superior al
98%, lo que demuestra su idoneidad para fines de prediccion.
Usando la funcion de deseabilidad, el 6ptimo se encontré6 que las
condiciones de operacion para obtener una mayor extraccion de
antioxidantes son de 10 minutos de extraccion a 90 °C, y el té
preparado en estas condiciones experimentales presentd 427,74
mg de &cido gélico equivalentes por litro y 80,02% de inhibicion del
radical DPPH. EI contenido de flavonoides era altamente
correlacionado (r = 0,9046, p <0,001) con la capacidad

antioxidante.

Lee, A. y Nikraz, H. (2015). Realizaron el trabajo intitulado

“‘Optimizacion de la extraccion de compuestos bioactivos de



medicamentos hierbas utilizando la metodologia de superficie de
respuesta”, El presente estudio tiene como objetivo investigar la
influencia de dos variables independientes, a saber, la temperatura
(°C) y tiempo (horas) en el rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante de ajo,
orégano y perejil. Las condiciones optimizadas para la extracciéon
de componentes bioactivos de las plantas medicinales se
determinaron usando el disefio compuesto central (CCD) de dos
factores combinado con la respuesta metodologia de superficie
(RSM). El orden de los experimentos se aleatorizé por completo
utilizando composite central disefio con cinco puntos centrales.
Todos los datos experimentales se analizaron con el software
"Design Expert" (Prueba de Design-Expert 7.0.0, State-Ease Inc.,
Minneapolis MN, EE. UU.). Un modelo polinomial de segundo
orden propuesto para predecir las respuestas. Factores principales
gue afectan el rendimiento de los componentes bioactivos de los
extractos de ajo, orégano y perejil se determinaron mediante
andlisis de varianza de una via (ANOVA). Los resultados se
analizaron usando un nivel significativo de 95%. La actividad
antioxidante disminuye a partir de: orégano> perejil> ajo. El analisis
ANOVA indicé que todos los datos experimentales estaban en
acuerdo con los datos previstos, por lo tanto, que indican la
fiabilidad de los datos experimentales y la idoneidad de la
propuesta modelo cuadratica. En conclusion, las condiciones
Optimas propuestas por ANOVA fueron 47,1 °C, 6 horas para la

extraccion usando método de maceracion.

Rabélo, S. et al., (2013). Realizaron el trabajo intitulado “Actividad
antioxidante y antimicrobiana de extractos de Atemoya (Annona
cherimola mill. x A. squamosa L.)". El objetivo de este trabajo fue
cuantificar los contenidos de fenoles y flavonoides totales, asi como
evaluar las actividades antioxidante y antimicrobiana de extractos
obtenidos de los tallos y hojas de Atemoya (A. cherimola Mill. X A.

squamosa L.), que pertenece a la familia Annonaceae. La actividad
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antioxidante fue evaluada por los métodos de secuestro de los
radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazrii (DPPH) vy 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), asi como por el método
de la cooxidacion del producto, p-caroteno / acido linoleico. La
evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos fue
analizada contra 10 cepas de bacterias. Los resultados de la
actividad antioxidante de los extractos mostraron que el extracto
etandlico de los tallos (EEt) fue el antioxidante mas efectivo (ICso =
10,44 £ 1,25 pg / mL) en el método del secuestro del DPPH, asi
como en el secuestro del radical ABTS (24,81 + 0,49%). El extracto
hexanico de las hojas presentd el mejor porcentaje de actividad
antioxidante en el ensayo del B-caroteno / acido linoleico (41,12 +
4,35%). Los extractos etandlicos de los tallos y metanatos de las
hojas se mostraron activos contra cepas de Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis.
Marco Teérico

2.2.1. Anona (Annona x atemoya Mabb.)

La Anona (Annona x atemoya Mabb.) es una planta hibrida entre A.
cherimoia Mill. y A. squamosa L., pertenece a la familia
Annonaceae, comprende cerca de 2500 especies y 135 géneros, la
mayoria de las cuales son nativas de las regiones tropicales
(Rabélo, S. et al. 2013). Los frutos resultantes eran de una calidad
superior a la de la anona y se les dio el nombre de "atemoya", una
combinacion de ate, antiguo nombre mexicano de la anona, y
"moya" de chirimoya. muy cultivada en Brasil y en regiones de
clima célido, y la cherimoya (Annona Cherimoia Mill.), Fruto
subtropical nativo de lugares de clima templado: regiones andinas
de Chile, Per, Bolivia, Ecuador (Moura, R. etal. 2015).
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Clasificacion taxonémica

Segun la clasificacion de Cronquist, (1981), la clasificacion

taxonémica de la Anona (Annona x atemoya Mabb.), es:
Nombre Cientifico: Annona x atemoya Mabb.
Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: Annona x atemoya Mabb.

Nombre comun:

‘Andn”,  “Atemoya”, “chirimoya”, “anona”, “custard Apple”,

“chirimorinon”, “achta”, “mamon”, o “saramuyo”.

Figura 1. Frutos y hojas de Anona

Fuente: Cronquist, (1981).
2.2.2. Descripcion botanica
Es un arbol semicaducifolio de porte bajo o arbusto de 3 a 7 m de

altura, con copa esparcida o abierta, formada por ramas que
crecen en forma irregular. Los brotes jovenes crecen en zigzag y
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son grisaceo-cerosas con muchas lenticelas rugosas. Estos son
densamente pubescentes y las partes mas antiguas lisas. Todas

sus partes son olorosas al triturarlas (Francisco, S. et al. 2001).

El arbol presenta un sistema radical bastante superficial y
ramificado, pudiendo originar dos o tres pisos o planos de raices a
diferentes niveles, pero poco profundos (Gonzcllez-esquinca et al.
2011b).

Las hojas. - son sencillas, alternas, elipticas o eliptico- lanceoladas
y con margen entero, de 5 a 11 cm de largo por 2 a 5 cm de ancho,
subagudas en el apice, cuneiformes en la base; a veces
ligeramente  asimétricas; grisaceo-cerosas cuando jovenes,
negruzcas al secarse, verde oscuro en la cara superior y verde-
azul-palido en la inferior, lisas en los bordes. Por el haz son
glaucas, mientras que por el envés son pubescentes (Gonzcllez-

esquinca etal. 2011b)

Las flores. - son péndulas, axilares, hermafroditas y por lo general
solitarias, aunque pueden crecer en grupos de dos a cuatro
opuestos a las hojas; fragantes y de coloracion verde en la parte
externa y crema en la parte interna. Presentan seis pétalos, en dos
series: los externos lineal-oblongos, obtusos, de 1 a 3 cm de largo,

carnosos (Francisco, S. etal. 2001).

Los frutos. - son globosos-oviformes, casi de forma acorazonada,
de 5 a 12 cm de diametro y un peso de 200 a 800 g. Es de color
verde-amarillento pero se conocen variedades de color purpura.
Externamente la union de los carpelos es laxa, con toda su
superficie marcadamente prominente, dandole al fruto apariencia
tuberculada. La pulpa es blanca o amarillenta entre la unidn de los
carpelos; cada escama pertenece a un carpelo fecundado (Florida,
L. et al. 2006).

Las semillas. - son oblongas, negro-lustrosas o café-oscuras, de

1,25 cm de longitud y constituyen entre el 31% y 41% del total del
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fruto y contienen entre 14 y 49% de aceite (Francisco, S. et al.
2001).

2.2.3. Composicion nutricional de la Anona

La anona presenta en su composicion minerales como potasio,

fosforo, calcio y vitamina C en 100g de pulpa de fruta.

De acuerdo con la tabla 2, la anona, posee valor de fibra
alimenticia y carbohidratos en 100g de la pulpa. Las fibras
alimentarias tienen importantes en los efectos de los parametros de
la funcién intestinal en el control de los niveles de lipidos y de

azlcar en la sangre (Moura, R. et al. 2015).

Tabla 2. Valor alimenticio en 100 g de pulpa de Anona

COMPOSICION POR 100 g DE PULPA

Componente Valor
Humedad 72,7
Calorias (Kcal) 97,0
Proteina (g) 1,0

Carbohidrato (g) 25.3
Fibra (g) 2,10
Colesterol (mg) n/a

Lipidos 0,30
Cenizas (g) 0,70
Acido Graso saturado (g) 0,10
Acido Graso Mono insaturado (q) 0,10
Acido Graso Poli insaturado (q) 0,10
Calcio (mg) 23,0
Magnesio (mg) 25,0
Manganeso (mg) 0,16
Fosforo (mg) 23,0
Hierro (mg) 0,20
Potasio (mg) 300

Zinc (mg) 0,20
Sodio (mg) 1,0
Vitamina B1 (mg) — Tiamina 0,09
Vitamina B2 (mg) — Riboflavina 0,07
Vitamina B6 (mg) — Piridoxina 0,07
Vitamina B3 (mg) — Niacina 1,58
Vitamina C (mg) 10,1

Fuente: Paladino, S. (2009)
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2.2.4. Composicién fitoquimica de las hojas de anona

Las hojas de la anona poseen sustancias fendlicas, principalmente
los flavonoides, los cuales proporcionan una actividad antioxidante
y antimicrobiana. Los compuestos fendlicos inhiben la accion de
radicales libres, protegiendo las moléculas del organismo (por
ejemplo, ADN), pudiendo prevenir  algunos procesos

carcinogénicos (Rabélo, S. et al. 2013).

En la Tabla 3 se presentan la concentracion de fenoles totales y
flavonoides del extracto obtenido a partir del extracto de las hojas

de anona.

Tabla 3. Composicién Fitoquimico de las Hojas de Anona

Compuestos fendlicos

Fenoles Totales Flavonoides Totales
(mgEgAG/g) (mgEqC/g)
207,80 + 7,211 151,96 + 7,30
1346,952 154,63

Fuente: Rabelo et al., (2014); Mazepa L. (2014).
2.2.5. Antioxidantes

Los antioxidantes son fuertes agentes reductores debido a las
propiedades de oxido reduccion de sus grupos hidroxilo y las
relaciones estructurales entre diferentes partes de su estructura
guimica, poniendo fin a la reaccidon en cadena, estabilizando asi al
atomo, que ha estado intentando encontrar una pareja para su
electron desparejado. Ejercen sus propiedades protectoras

previniendo la produccion de radicales libres o neutralizando los

! Autor: Rabelo et al., (2014)

2 Autor: Mazepa L. (2014)
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producidos en el cuerpo en sus funciones habituales, como la
respiracion o la digestion (Challem, J. y Block, M. 2008).

Tabla 4. Clasificacion de los Antioxidantes

EXOGENOS ENDOGENOS COFACTORES
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Betacarotenos Acido Félico Manganeso
Flavonoides Enzimas catalasa Hierro

Superdéxido dismutasa

Fuente: Challem y Block. (2008)
2.2.5.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos de las plantas forman un grupo
guimicamente heterogéneo de unos 10 000 compuestos: algunos son
solubles sélo en solventes organicos, otros son acidos carboxilicos y
glicésidos solubles en agua, mientras que otros son grandes polimeros

muy insolubles (Lordélo, M. et al. 2010).

La férmula general AR-OH, donde AR es un anillo aromatico y el —OH
esta directamente unido a este anillo, son caracterizados por un nicleo
bencénico que lleva uno o varios grupos hidroxilos. Actian como
antioxidantes naturales, esta actividad puede variar significativamente
dependiendo de ciertas variables como su concentracion, la estructura
qguimica de la molécula y su grado de oxidaciéon En cuanto a la
concentracion se ha encontrado que aun con cantidades pequefias de
antioxidantes, algunos antioxidantes fendlicos entran a la circulacion
sistémica y causan un aumento significativo en el estado antioxidante
del plasma (Lordélo, M. et al. 2010).

2.25.2. Flavonoides

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo,

constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las
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plantas y frutas. Los flavonoides son moléculas polifendlicas que
pueden ser vistos como dos anillos de benceno unidos por una
pequefia cadena de tres carbonos. Uno de estos atomos de carbono
esta siempre conectado a uno de los anillos de bencenob (Gracia M.
2006).

Los flavonoides son substancias producidas como metabolitos
secundarios por las plantas, cuyo elemento estructural comdn es la
existencia de un esqueleto de difenilpirano (C6-C3-C6), compuesto por
dos anillos de fenilos (A y B) ligados a traves de un anillo (C) de pirano
(Cartaya y Reynaldo 2001). Sobre este esqueleto pueden darse miles
de substituciones, lo que origina las diferentes clases de flavonoides:
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles  (catequinas vy
proantocianidinas), antocianidinas, chalconas, auronas e isoflavonas.
Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
encontrandose en cantidad variable en frutas, verduras, semillas,
especias y bebidas derivadas de vegetales, como el té, las infusiones,
el mosto, los zumos y el vino, por lo que entran a formar parte de
nuestra dieta (Martinez-Florez et al. 2002). El consumo diario medio en
humanos de flavonoles mas flavonas se ha calculado en unos 20-25
mg, pero hay grandes variaciones dependiendo de los habitos
nutricionales y de las zonas geograficas (Duarte y Pérez-Vizcaino
2015).

2 o ¢

Flavanol Antocianidina

Flavonoide
e
: L]
0 -
(0]
O

Flavonol

=

Flavona

Figura 2. Flavonoides. Estructura basica y tipos.

Fuente: Imagen sistematizada de Martinez et al., (2002)
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Figura 3. Caracteristicas estructurales de los principales tipos de
flavonoides

Fuente: Imagen sistematizada de Martinez et al., (2002)

Estructura quimica de los metabolitos secundarios de los grupos
de flavonoides

Flavanol.- son derivados de flavonoides que usan la estructura 2-fenil-
3,4-diidro-2H-cromen-3-ol (Lordélo, M. etal. 2010).

Antocianidina.- Quimicamente las antocianinas son glucésidos de las
antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azlcar por medio
de un enlace glucosidico. La estructura quimica basica de estas
agliconas es el ion flavilio, también llamado 2-fenil-benzopirilio que
consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio y un anillo fendlico
(Martinez-Florez et al. 2002).

Flavona.- es el compuesto quimico 2-fenil-1-benzopiran-4-ona. Esta es
la molécula base de las flavonas, un subgrupo de los flavonoides
(Lordélo, M. et al. 2010).

Flavonol.- Flavonoles son una clase de flavonoides que tienen como
columna vertebral a la 3-hidroxiflavona (IJUPAC name: 3-hydroxy-2-
phenylchromen-4-one). Su diversidad se deriva de las diferentes

posiciones de los grupos fendlico —OH (Lordélo, M. et al. 2010).
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Catequina.- La molécula de catequina posee dos anillos bencénicos
(denominados los anillos A- y B-) y un heterociclo dihidropirano (el anillo
C) con un grupo hidroxilo sobre el carbono 3. El anillo A es similar al
grupo funcional del resorcinol mientras que el anillo B es similar al grupo
funcional del catecol. Su estructura esta dada por (2R,3S)-2-(3,4-
dihydroxifenil)-3,4-dihidro-2H-chromene-3,5,7-triol  (Martinez-Fl6rez et al.
2002).

Quercitina.- Quimicamente, la quercetina es un flavonoide triciclico
polihidroxilado, que en la naturaleza se encuentra glicosilado formando
parte de la rutina (quercetin-3-rutindsido), de la isoquercitrina (quercetin-
3-O-glucésido) o de otros glicésidos siendo la aglicona de todos ellos. En
la cual su estructura es la siguiente: 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxy-4H-chromen-4-one (Duarte y Pérez-Vizcaino 2015).

Diosmetina.- Es una flavona que se puede extraer de las plantas del
género Vicia. Su estructura quimica es 5,7-dihidroxi-2- (3-hidroxi-4-

metoxifenil) cromen-4-ona (Lordélo, M. et al. 2010).

2.2.6. Proceso de extraccion solido-liquido

Muchas sustancias bioldgicas, asi como compuestos inorganicos y
organicos, se encuentran como mezclas de diferentes componentes en
un solido. Para separar el soluto deseado o eliminar un soluto
indeseable de la fase sdlida, ésta se pone en contacto con una fase
liquida. Ambas fases entran en contacto intimo y el soluto o los solutos
se difunden desde el sélido a la fase liquida, lo que permite una
separacion de los componentes originales del solido. Este proceso se
llama lixiviacion liquido-solido o simplemente, lixiviacion. En la industria
farmacéutica se obtiene una gran diversidad de productos por
lixiviacion de raices, hojas y tallos de plantas (Romilda A. y Rajesh N.
2016). Los materiales bioldgicos tienen estructura celular y los
constituyentes solubles suelen estar dentro de las células. En
ocasiones, la velocidad de lixiviacion es bastante baja, debido a que las

paredes celulares constituyen una resistencia adicional a la difusion.
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No obstante, es poco practico moler los materiales bioldgicos a tamafio
suficientemente pequefio para exponer el contenido de las células
individuales  (Geankoplis, C. 1998). Para lixiviar productos
farmacéuticos de hojas, tallos y raices, el secado del material antes de
la extraccion ayuda a romper las paredes celulares (Geankoplis, C.
1998).

2.2.6.1. Extraccion Discontinua

El mecanismo de extraccion se inicia cuando las moléculas del
disolvente penetran en las matrices de la planta, provocando que la
capa de citoplasma al ser expuesto directamente al disolvente
(Crossley y Aguilera 2001). Esto facilita la disolucion de los compuestos
activos en el disolvente. En el principio del proceso de extraccion, el
paso rapido corresponde a una velocidad de extraccion constante. A
una velocidad extremadamente rapido, el periodo en este paso de

extraccion es dificil de determinar (Franco, D. et al. 2007).

Durante la etapa de extraccion lenta, los compuestos activos se
difunden desde el interior de las matrices de la planta y se disuelven en
el disolvente. El rendimiento de la extraccion durante este paso
depende en gran medida de las células que permanecen intactos
después de la etapa de lavado (Crossley, J. y Aguilera, J. 2001). De
hecho, las caracteristicas de las etapas de lavado y de difusion, en la
extraccion se pueden determinar por la proporcion de células rotas e
intactas en la preparacién de las muestras, por ejemplo, molienda (So,
G. y Macdonald, D. 1986). Las muestras molidas y remojadas en
solvente se aplican cominmente antes de la extraccion con el fin de
reducir el tamafio de las particulas de la muestra para mejorar el
mecanismo de difusion (Tsibranska, I etal. 2011) y para mejorar la
penetracion del disolvente en la estructura de la planta (Gujar J., et al.
2010). La mejora de la cinética de extraccion también se puede lograr
usando pretratamiento avanzada, como explosion de vapor y la caida
instantinea de presién controlada (DIC). Estos métodos de

pretratamiento fragmentan la muestra formando microporos ya que se
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descomprime a través de la liberacion repentina de la presion de vapor
(Ben, B. y Allaf, K. 2009). Esto mejora la etapa de lavado en la
extraccion (Chen, G. y Chen, H. 2011) y aumenta la difusion del soluto
en el disolvente (Ben, B. y Allaf, K. 2009). Se dispone de varias
configuraciones de sistemas de extraccion convencionales. Por
ejemplo, una configuracion basica consiste en un recipiente agitado
con un bafio de agua para control de la temperatura, como se muestra
en la Figura 4 Esta disposicion se ha aplicado ampliamente en la
industria para proporcionar un movimiento mayor conveccion en el
disolvente. Esto reduce la barrera de transferencia de masa y mejora la

extraccion (Franco, et al. 2007).

En algunas aplicaciones, un condensador estd conectado a la parte
superior del recipiente para evitar la evaporacion del solvente debido a
un sobrecalentamiento durante la extraccion (Xu, H. y He, C. 2008).
Los inconvenientes asociados con la técnica de extraccion
convencional en términos de tiempo de extraccion y el alto consumo de
disolvente, hace que se desarrollen nuevas técnicas de extraccién de
solventes con medios asistidos para superar estas limitaciones. La
curva de extraccion con disolvente comprende tipicamente un paso
rapido de extraccion (etapa de lavado) y una etapa de extraccion lenta

(etapa de difusion) se muestra en la Figura 4 (Chan, C. et al. 2014a).

Etapa de Difusion

Rendimiento Extraccion

o
k=3
] i
AR
7@
&
%

T
-

Tiempo de Extraccion

Figura 4. Curva Tipica de Extraccion Discontinua con Solvente de

componentes Activos desde Matrices Sélidas de Plantas.

Fuente: Chan et al., (2014)
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Figura 5. Sistema de extraccion convencional

Fuente: Chan et al., (2014)

2.26.2. Influencia de los Parametros de Funcionamiento en la

Cinética de extraccion

La seleccion de los equipos para un proceso de extraccion se ve
influenciada por los factores que son responsables de limitar la
velocidad de extraccion. Por lo tanto, si la difusion del soluto a través
de la estructura porosa de los sélidos residuales es el factor de control,
el material debe ser de pequefio de manera que la distancia que el
soluto tiene que viajar es pequefia. Por otro lado, si la difusion del
soluto desde la superficie de las particulas a la mayor parte de la
solucion es el factor de control, un alto grado de agitacion del fluido que
se requiere. Por tanto, se describe el efecto de los parametros
generales de funcionamiento considerados como cruciales en las

técnicas convencionales de extraccion por lotes y de percolacion:

El disolvente de extraccion y su concentracion desempefan un papel
importante en la extraccibn de compuestos activos de las plantas.
Diferentes disolventes de extraccion tienen diferentes energias de
activacion para la extracciéon (Rakotondramasy-rabesiaka etal. 2007).
Se requiere esta energia para penetracion del solvente en el interior de

las células vegetales. Los disolventes organicos acuosos se emplean
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normalmente para la extraccion. Por ejemplo, se utiliza con frecuencia
la mezcla de etanol y agua como un disolvente de extracciéon en la
extraccion de compuestos activos de Fumaria officinalis L.
(Rakotondramasy-rabesiaka et al. 2007), madera de castafio (Gironi, F.
y Piemonte, V. 2011). Un disolvente adecuado para la extraccion puede
mejorar la etapa de lavado y acortar el tiempo de extraccidon

(Rakotondramasy-rabesiaka et al. 2007).

También puede mejorar la difusividad del soluto en el disolvente y
posteriormente maximizar el rendimiento de extraccion de equilibrio
(Xu, H. 'y He, C. 2008).

Efecto de la relacion de masa muestra: masa solvente

Otro parametro importante, el cual cuando se aplica correctamente,
puede disminuir la barrera de transferencia de masa durante la difusion
de compuestos activos y, posteriormente, mejorar el rendimiento de la
extraccion (Franco, D. etal. 2007). Sin embargo, si la relacion esta mas
alld del 6ptimo, el exceso de disolvente no tiene un efecto significativo
en los rendimientos de extraccion de equilibrio, resultando en
desperdicio de disolvente e incremento de los costos operativos. Se
observa, que la velocidad inicial de extraccion durante el periodo de

lavado no se ve afectada

significativamente por el ratio m:mm (Herodez, S. etal. 2003). Por otro
lado, la extraccion que se lleva a cabo a bajo ratio m:mm, tiende a
alcanzar el equilibrio mucho mas rapidamente que los que se llevan a
cabo en ratios elevados, debido a rendimientos inferiores de equilibrio

(Stanisavijevic, I. etal., 2007).

Por lo tanto, los criterios de seleccion de una adecuada temperatura de
extraccion deben basarse tanto en la eficiencia de la extraccion y la

estabilidad térmica de los compuestos activos.

La agitacién del disolvente es importante porque esto aumenta la
difusion turbulenta y por lo tanto la transferencia de material de la

superficie de las particulas a la mayor parte de la soluciéon, como se
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discute en la siguiente seccion. Ademas, la agitacion de suspensiones
de patrticulas finas impide la sedimentacion y el uso mas eficaz posible

de la superficie interfacial.

Efecto de la velocidad de agitacion

La cinética de extraccion también se ve muy afectada por el tamafio de
las particulas de la muestra de matrices soélidas de la planta. Pequefios
cambios en el tamafio de las particulas pueden afectar
significativamente el resultado de la extraccion. El rendimiento de la
extraccion durante la etapa de lavado se puede mejorar con tamafos
mas pequefio de particula de muestras (Spigno, G. y De Faveri, D.
2009) pero se wvuelve desfavorable cuando conduce a extraccion de
compuestos indeseables (Cissé, M. et al.,, 2012). En cuanto a la
cinética de extraccioén, un tamafio menor de particula aumenta la
difusividad y mejora el mecanismo de transferencia de masa en la
etapa de difusion. Esto debido a mayor area de superficie de contacto
en la trayectoria de difusién entre el soluto (compuesto activo) y el
disolvente (Herodez, S. et al, 2003). Como resultado, se requiere

menor tiempo de extraccion.

N, = gyo1 Yo(o,-p) |08 x0134 8.2 D085 (L.1)
P

La velocidad critica de agitacion o velocidad de agitacion critica (RPS),
S es la constante para la geometria dada y depende del didmetro del
tanque a la relacion del diametro del agitador, V es el La viscosidad
cinematica del liquido (m% s), p.es la densidad solida (kg / m*), p; es la
densidad del liquido donde, N;; (kg / m*), x es la relacion de sdlido a

liquido en porcentaje, d,, es el diametro de particula (m), D es el donde,

N;, es el diametro del agitador (m).

Ademas, la velocidad de extraccién en la etapa de lavado tiene a

aumentar con la temperatura que probablemente podria ser debido al
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creciente poder de solvataciéon del disolvente (Rakotondramasy-
rabesiaka, L. et al. 2007).

Por el contrario, para los compuestos sensibles al calor, una elevada
temperatura de extraccion ejerce efecto negativo sobre la extraccion y
debe evitarse a toda costa. La tendencia general exhibida por estos
compuestos es que la estabilidad disminuye al aumentar la temperatura
de extraccion (Cissé, M. etal. 2012). Esto también significa que la
velocidad de degradacion o descomposicion de compuestos sensibles

al calor depende de la temperatura de extraccion (Xiao, X. et al. 2012).
Efecto del tamafio de particula

Dado que, a mayor velocidad de agitacién, el proceso de difusion intra
particula es la etapa de control de velocidad; el tamafio de particula

tendria un efecto significativo en las tasas de extraccion.

2
epT = 30°
4D

(1.2)

Donde, EDT es el tiempo de difusion esperado en segundos, dp es el

diametro de particula en (m) y D es el coeficiente de difusion en
m?/ seg
Efecto de la temperatura

Se puede atribuir facilmente a una mayor solubilidad en todos los
disolventes a temperaturas mas altas. La energia cinética y la
difusividad del disolvente aumentan con la temperatura y, por lo tanto,
penetra mejor dentro de la matriz celular lo que lleva a una liberacién
mas rapida de las moléculas de acido. A temperaturas mas altas de

solvente, la matriz de celulosa se rompe lo que ayuda a una mejor
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penetracion de disolvente en la matriz de células vegetales (Taralkar,
S. 2016).

Convencionalmente, la temperatura de extraccion es controlada ya que
afecta a la estabilidad de los compuestos activos y el rendimiento de la
extraccion. Para la extraccion de 1 compuestos térmicamente estables,
el mejor rendimiento de la extraccién a temperaturas elevadas, se logré

en el mas corto tiempo de extracciéon (Cissé, M. etal. 2012).

Esto puede explicarse porque a alta temperatura aumenta la difusividad

del soluto y disminuye la barrera de energia de la extraccion

(Rakotondramasy-rabesiaka et al. 2007).

Modelamiento Matematico de la Extraccion Discontinua por

Solvente

Las ecuaciones para el modelamiento, se derivan tedricamente o
empiricamente formulados. Ampliamente se utiliza la Ley de difusion de
Fick, ecuaciones cinéticas quimicas y otras dos ecuaciones empiricas
paramétricas. Por lo tanto, esta seccion se centra en la derivacion y
aplicaciones del modelamiento matematico de la extraccion por

solvente del lote.

LaLey de Fick

La etapa de difusion en la extraccion por lote depende de dos
mecanismos de extraccion; difusién interna y la difusion externa. La
difusion interna de compuestos activos, es explicada por Ley de Fick,
generada por la diferencia de concentracion entre la matriz de la planta

y el disolvente, de la siguiente manera (Bird, R. et al. 2006):

Donde N es el flup de masa del soluto, C es la concentracion del

soluto en la particula solida, O es conocida como la difusividad o

coeficiente de difusidon para el soluto en el disolvente, y x es la distancia
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en la direccion de la transferencia. Para la difusion externa, los
compuestos activos se difunden desde la superficie externa del sélido
al liquido que lo rodea. La determinacion del mecanismo limitante d
velocidad en la etapa de difusion es importante para la cinética de
extraccion, ya que determina un enfoque matematico adecuado para
modelar la extraccion. Para asegurar una eficaz extraccion, la
resistencia de transferencia de masa externa tiene que minimizarse de
manera que la velocidad de extraccion sélo dependa de la difusion

interna de los compuestos activos. La difusividad en la Ley de Fick, Ec.

(1.3) es una propiedad importante que indica la velocidad de
transferencia de masa

y es util para el disefio del equipo (Perez, E. et al. 2011). En la mayor
parte del modelamiento cinética en la literatura, se investiga la
difusividad u otros coeficientes de transferencia de masa para la
extraccion con disolventes. La caracterizacion de la extraccion, se
puede realizar a través de la derivacion de la Ley de Fick con
condiciones iniciales y de contorno. La solucion del problema de

transferencia de masa puede obtenerse analiticamente o

numéricamente dependiendo de la complejidad de las ecuaciones

involucradas. Algunos supuestos basicos (Chan, C. et al. 2014b) que
pueden utilizarse para simplificar las areas de problemas de
transferencia de masa son:

e Muestras de particulas simétricas y porosas. La geometria esférica
de las particulas soélidas con radio R, 6 placa delgada con espesor
medio de L.

e La particula soOlida como un medio pseudo-homogénea. La
concentracion de los compuestos activos en la particula sélida
depende del tiempo y el radio, r o espesor, x.

e La distribucion uniforme de los compuestos activos en la matriz
de la muestra.

e Mezcla homogénea entre el solvente y las muestras particuladas
de la planta.
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e La concentracion del soluto en el disolvente sélo depende del
tiempo.

e La transferencia de masa de compuestos activos desde el solido
es un fenédmeno de difusion en el que el coeficiente de difusion
es independiente del tiempo.

e La difusion del soluto y otros compuestos estan en paralelo y no
hay interaccién entre ellos.

e La resistencia a la transferencia de masa externa es
despreciable. La concentracién del soluto en el disolvente en el
interior de la particula solida es igual a la concentracién del

soluto en el disolvente que lo rodea.

Transferencia de Masa en las Particulas Sélidas
El modelo de proceso de extraccion puede ser desarrollado
considerando sélo el balance de masa en una particula solida esférica

como se muestra:

—_— —_— .4

Donde t, es el tiempo de extraccidon. Teniendo en cuenta Unicamente la
geometria esférica de las particulas con radio r, las respectivas

condiciones iniciales y de contorno se pueden escribir como sigue:

t=0, CZCO vr

(1.5)

t>0, C=Ci=0 r=R

(1.6)

t>0, @zo r=0
or

(1.7)
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Donde, C, es la concentracion inicial de soluto en la particula de la

muestra, C; es la concentracion de soluto en la interfase de la particula

de la muestra. Con la suposicién de la resistencia a la transferencia de
masa externa insignificante, la concentracién en la interfaz de particula
se convertira en cero como se describe en la Ec. (1.6). La ecuacion
diferencial ordinaria (ODE) tanto para la geometria esférica y placa de
la muestra puede entonces expresarse, segun las Ecs. (1.8) y (1.9),

respectivamente (Chan, C. et al. 2014b):

Esférico:
Cc-C 2R& ()" znr Dn’7%t
0 =14 — sen——exp-< — )
C -C, Lzrnzzll n R p{ R’ (1.8)
Placa:
C-C, -D)" (2n+1)7rx (2n+1)*7°Dt
expy ——mm 1.9
C C { Z:2n+1 2L P 41° (1.9)

La masa de soluto transferido de la particula de la muestra en cualquier
momento, M puede ser calculado mediante la integraciéon de la
concentracion de soluto sobre el radio o el espesor de las particulas en
las Ecs. (1.8) y (1.9) para obtener las ecuaciones. (1.10) y (1.11),

respectivamente.
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1 { (2n+1)27z2Dt}
+ 4L

Donde M_ es la cantidad total de so Iuto transferido en un tiempo

infinito. Después de un cierto lapso de tiempo, o por lo general después
de la etapa de lavado, sélo el primer término de la serie sigue siendo
significativa (Herodez etal. 2003). Ambas Ecs, (1.10) y (1.11),

entonces se puede reducir a la siguiente forma (Perez, E. et al. 2011):

M (t) :1_Ae—Bt

0

(1.12)

Donde A es la constante del modelo, y 8 es la constante de velocidad
de difusion. Tedricamente, B=~°D/r? es para particulas esféricas y
B=7x°D/4L* es para particulas tipo placas. La constante 8 podria no
ser aplicable bajo ciertas condiciones cuando su valor tiene a depender
de la geometria de muestras de las plantas. La expresion en la Ec.
(1.12) puede ser modificada basada en la fraccion no-extraida del
soluto en la particula de la muestra, E. Reordenando, la versién

simplificada se muestra a continuacion (Chen, G. y Chen, H. 2011):

E :l—M—(t): Aexp(-Bt)
MOO

(1.13)

InE=InA-Bt

(1.14)

Alternativamente, la concentracion de soluto en el disolvente de
extraccion en cualquier momento, e puede expresarse considerando
sélo el primer término de las Ecs. (1.10) y (1.11) (Chan, C. et al. 2014b)

con las formas simplificadas se muestran como sigue:
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In[ -S| =021+ 287Dt
c_-C 412

(1.16)

Donde C, es la concentracion de so Iuto en el disolvente de extraccion

después de un tiempo infinito. Al graficar la Ec. (1.15) o la Ec. (1.16)
utilizando la curva experimental de extraccion, de la interseccion de las
dos lineas rectas se pueden extraer la pendiente, siendo de la primera
la mas pronunciada que la segunda. La interseccion entre las lineas es
el punto de transicion. Esta denota el punto donde la extraccion cambia
su fase de la etapa de lavado a la etapa de difusion (Chan, C. et al.
2014b). Para lograr mejores resultados de los modelos, sugirieron que
el modelado del proceso de extraccion debe tener en cuenta tanto las

etapas de lavado y de difusion, expresadas a través de las siguientes

ecuaciones:

Esférico:

C.,-C 6 7°Dt 7Dyt
c =? f exps— o7 + f,expq— 7

(2.17)

Placa:
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Donde f, y f, son las fracciones de soluto extraido de las etapas de
lavado y de difusion con coeficiente de difusion de D, y D, |

respectivamente. Los parametros D, y f2 se pueden determinarse a

partir de la pendiente y los puntos de interseccion de la Ec. (1.15) o la
Ec. (1.16) como el segundo término exponencial es significativo para la
segunda etapa de la extraccion. En la primera etapa de extraccion, el

segundo término exponencial es cercano a la unidad por lo tanto se

puede determinar D, y f,.

Transferencia de Masa en las Particulas Sélidas y el Disolvente de

Extraccion

Los modelos desplegados en la seccion anterior pueden ser
tedricamente, resolviendo la transferencia de masa en particulas
sélidas. Para hacer que los modelos sean mas realistas, se debe de
tener en cuenta el balance de masa del solvente. Desde el balance de
masa en las particulas sélidas mostradas en la Ec. (1.4), el balance de

masa en el disolvente se puede expresar segun:

dC
vV ——=J(t
BV

(1.19)

Donde, V| es el volumen de disolvente utilizado en la extraccion. Las

condiciones iniciales y de contorno en la extraccion se presentan en las
Ecs. (1.20) y (1.21) y las Ecs. (1.22) - (1.24), respectivamente:

t=0, C=C, vr
(1.20)
t=0, C=0
(1.21)

Enelcentro,r=0
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I’=0, §:0
or

(1.22)

Enlainterfaz, r=R

El flux difusivo de la particula solida (Cissé et al. 2012):
oC
J(t)=—DA =
) A o

(1.23)
El flux entrante en el disolvente (Tsibranska et al. 2011):

dC
Jt)=-V,—
)=V~

(1.24)

Donde A es el area especfica de la particula sélida y V, es el
volumen de muestra de la planta.
Transferencia de Masa con Variacion de la Temperatura de

Extraccion

El enfoque de modelos presentados hasta ahora se limita a la
temperatura de extraccion especifica. Para investigar la influencia de la
temperatura sobre el proceso de extraccion, la ecuacion de Arrhenius
se muestra en la Ec. (1.25), utilizada para describir el efecto de la

temperatura en la difusividad del sistema.

D = A'exp &,
RT

(1.25)

Donde, A' es el factor pre-exponencial y E, es la energia de activacion

del modelo de Arrhenius. Al comparar el valor de difusividad de

referencia, p_ la temperatura de referencia,t_, la difusividad D en la

temperatura de extraccion T se puede expresar como sigue:
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D, A'exp(-E,/RT,

ref

D  A'exp(-E,/RT) —exp{i{i—lﬂ

(1.26)

Sustituyendo esta expresion relacionada con la temperatura en el
sistema de modelado discutido previamente, se puede determinar la
influencia de la temperatura sobre el proceso de extraccién (Xu, H. et
al. 2008).

Transferencia de Masa con Degradacién de Compuestos Activos

Cuando la extraccidén implica compuestos térmicamente sensibles tales
como las vitaminas, el perfil de extraccion esta impulsado por dos
procesos a saber; la difusion de compuestos activos a partir de
muestras de plantas y la degradacion térmica de los compuestos

activos en el disolvente de extraccion (Xiao, X. et al. 2012):

k - -
Planta—2— Solvente —*¢—» Descomposicion

Para mejorar la precision en el modelamiento, los términos de
degradacién se pueden afiadir como primer orden en la ecuacion de
velocidad en las expresiones de balance de masa para particulas
sélidas y disolvente, como se muestra en las Ecs. (1.27) y (1.28),

respectivamente (Cissé, M. et al. 2012).
Balance de masa en las particulas soélidas con término de degradacion:

% —V(-DVC) —k,,,C

(1.27)

Balance de masa en el solvente con término de degradacion:

dC
VL E = -J (t) - kdegCVI_

(1.28)
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Donde, Kaeq describe la constante de degradacién de la extraccion que

se puede relacionar a las ecuaciones de Arrhenius como se muestra en
la Ec. (1.29):

-E
Kieq =K., €X -
deg o p[ RT j|
(1.29)

Donde, K, es la constante de velocidad de degradacion para

componente activo. Los parametros de la Ec. (1.29), es decir K,y E,, y

las condiciones iniciales y de contorno en Ecs. (1.20) - (1.24) estan
obligados a resolver la degradacién térmica asociada con el problema

de la transferencia de masa.

Transferencia de Masa con la Resistencia a la Transferencia de
Masa Externa

Cuando la resistencia de transferencia de masa externa en el sistema
de extraccion se wvuelve significativa, se considera el coeficiente de
transferencia de masa por conveccion. Se requiere una forma
adimensional de la Ec. (1.2) para modelar esta condicidén particular
(Franco, D. etal. 2007).

o%Y oY
F(EJ (1:30)

Donde los grupos adimensionales para el radio, el tiempo de extracciéon
y el rendimiento pueden ser definidos, segun
I. radio adimensional

r=L (1.31)

R
ii. tiempo de extraccion adimensional

i= % (1.32)

iii. rendimiento adimensional
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_ (C_Ce)

“(€-c) .

Donde C, se define como la concentracién de so luto que permanece

en la particula de la muestra después de tiempo de extraccion infinito.
Las condiciones iniciales y de contorno son similares a las Ecs. (1.5) y

(1.7), solo las condiciones de contorno en la interfaz son diferentes y se

define como:
t>0, o _kRy _kRfC.=C (1.34)
or D Dl C,

Donde, kC el coeficiente de transferencia de masa por conveccion.

Este problema de transferencia de masa se informé por (Chan, C. et al.

2014b) y la solucion analitica sugerida se muestra a continuacion:

. LY B . -
Y(r,t)=) —sin( A%t 1.35
(7)=3; %sin( 1) 0
Mientras que B, se puede determinarse a partir de la Ec. (1.36)
( 4 jsin(/ln)—/ln cos(A, )+ A,
2, ~[sin(2,)[

n

- (1.36)

n

Doénde 4, son los valores propios de la funcién dada en la Ec. (1.37):

Acotg(A)+ kchR =1 (2.37)

La fraccion media no extraida del soluto en la particula de la muestra

puede obtenerse a partir de la Ec. (1.35) como sigue:

\?:jY(?,f]d? (1.38)

Extraccion de lotes

Segun Geankoplis, C. (1998) la extraccion por lotes se realiza en un
vaso cilindrico de borosilicato agitado para estimar la cinética de
extraccion y analizar la influencia de los parametros de operacién. Se

utiliza un agitador de turbina de cuatro palas (2 cm de diametro) para
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agitar la masa en un rpm predeterminado. Todos los experimentos se

realizan en un bafo termostatico.

Extraccion de los polifenoles

La extraccion de compuestos bioactivos es el mas adecuado para cada
aplicacion concreta. Las condiciones de extraccion, tales como relacion
solido-liquido, temperatura, tiempo,tipo de solvente y concentracion de
disolvente influyen en la estabilidad de los polifenoles, asi como
tambien en la concentracion de estos metabolitos en el extracto. Asi
limitar la degradacion o alteracion del estado natural del extracto. Los
factores involucrados en su estabilidad y de los mecanismos de
degradacion es sumamente vital para una eficiente extraccion y uso de
los polifenoles como alimentos funcionales (Buttery, R. 2010). En caso
del tiempo de extracion, el mejor rendimiento se obtiene cuando el
tiempo de extraccion es de 2 horas lo que indicaria, que en este tiempo
se alcanzaria el equilibrio entre las fases solida y liquida (Zapata, L. et
al., 2014). La extraccion de polifenoles difieren en cuanto a variables de
operacion tales como la temperatura, el tipo de disolvente, el tiempo de
extraccion y la relacion soluto-disolvente (S-D); la combinacion mas
apropiada de estos parametros es fundamental para lograr los mejores
resultados en cuanto al contenido de polifenoles, flavonoides y otras

sustancias antioxidantes (Valdés-Hernandez, etal., 2015) .

El extracto vegetal

El extracto vegetal es una mezcla compleja, con multitud de
compuestos quimicos organicos cuyo origen proviene de las plantas. El
caracter especial de los extractos vegetales es que a partir de una
misma planta se pueden extraer diferentes principios activos, lo cual

depende del solvente empleado (Caldas, A. 2012).

Descripcion del solvente usado en el proceso de extraccion

En la rama quimica un solvente es una sustancia liquida que tiene la

capacidad de disolver gases, solidos o liquidos; permite la disolucion
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de un soluto, es decir, extraer componentes deseados de su origen. Se
caracterizan segun su polaridad y estructura molecular, en polares y no
polares, organicos y sintéticos, y siempre esta en mayor proporcion que
el soluto. Los mas comunes son los alifaticos, aromaticos, alcoholes,
ésteres, cetonas e hidrocarburos. Su seleccién va a depender de la
selectividad o capacidad para atraer los compuestos de interés:

sustancias iguales atraen a sus iguales (Schimel, D. et al. 2000).
Caracterizacion de solvatacion del etanol

La capacidad que tiene tanto el agua como algunos alcoholes de
disolver sustancias semejantes en porque actlan como imanes a la
hora de atraer partes del soluto (lo que se disuelve en el liquido) que
tienen también su carga, cuando el soluto acaba rodeado por el
solvente decimos que la disolucion se ha solvatado. ElI mas polar (el
iman mas potente) es el agua, luego el metanol, luego el etanol, luego
el propanol, luego la glicerina, luego el propilenglicol (Bonner, W.
2004b).

Para extraer es necesario disolventes polares para solutos polares y al
contrario, disolventes apolares para solutos apolares (Bonner, W.
2004a).

El solvente etanol

Es un liquido incoloro, volatil, con olor caracteristico y sabor picante. Se
obtiene principalmente al tratar etileno con acido sulfarico concentrado
y posterior hidrélisis. De manera natural, se obtiene a través de
fermentacion por medio de levaduras a partir de frutas, cafia de azlcar,
maiz, cebada, sorgo, papas, arroz, entre otros. Es usado para bebidas
alcohdlicas, en la industria cosmética y farmacéutica (Martinez, F.et al.,
2002).
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Tabla 5. Propiedades fisico-quimicas de etanol

Propiedades fisico-quimicas

Densidad (g/mL) a 2°C 0.7809
Punto de fusién °C 130
Punto de ebullicion °C a

760mmHg 78.3
indice de refraccion 1.361
Punto de congelacion -114.1

Miscible con agua en todas
las proporciones, metanol,

Solubilidad
cloroformo, acetonas y otros
disolventes
Utilizar bata, lentes de
. seguridad en un area bien
Manejo

ventilada y si el uso es
prolongado, guantes.

Fuente: Martinez et al, (2002)
2.2.7. Optimizacién del proceso

El proceso de optimizacion se refiere a la mejora de un sistema, un
proceso o un producto con el fin de obtener el maximo beneficio de
este. En el campo de la quimica el término optimizacion ha sido
comunmente usado para referirse la busqueda de las mejores
condiciones en las cuales un procedimiento permite obtener la mejor

respuesta posible (Taralkar, S. et al. 2016).

Tradicionalmente, el proceso de optimizacion se ha llevado a cabo
evaluando la influencia de un solo factor sobre la respuesta
experimental, manteniendo constantes las demas variables del
proceso. Este proceso de optimizacién es conocido con el hombre de
una variable en un tiempo. Sin embargo, la mayor desventaja de este
proceso es que no estudia las posibles interacciones entre todos los
factores involucrados en el sistema o proceso, siendo incapaz de
describir completamente los efectos de las variables sobre la respuesta

en estudio. Ademas, implica generalmente la realizacion de un gran
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nimero de experimentos para llevar a cabo la investigacion,
aumentando asi la inversion tanto de tiempo como de caracter

econdmico (Taralkar, S. et al. 2016).
Disefio D — optimal

Los disefios oOptimos (personalizados) se utilizan cuando el proceso
requiere ajustes en el experimento que no pueden ser acomodados por

un disefio estandar. Estos ajustes incluyen:

o La diferencia entre el alto y el bajo de todos los componentes de la

mezcla no es el mismo.
o Variables de mezcla y proceso en el mismo disefio.
o Dos mezclas independientes en el mismo disefio.
o Restricciones ademas de los limites de los factores

Modelos distintos del cuadratico completo (todas las interacciones
lineales de dos factores y los términos cuadrados) Demasiadas

ejecuciones en los disefios estandar.
- Las réplicas necesitan diseminarse a lo largo del disefio.

El principio de optimalidad utilizado para generar disefios D-0ptimos es
uno de maximizar | X'X |, el determinante de la matriz de informacién
X'X. Este principio de optimalidad resulta en minimizar la varianza
generalizada de las estimaciones de los parametros para un modelo

preespecificado.

2.3. Definicion de términos

Extraccion solido-liquido: Consiste en separar un solido haciendo uso

de un liquido.

Fenoles totales: Son un gran grupo de compuestos presentes en la
naturaleza que poseen anillos aromaticos con sustituyentes hidroxilos.
Estos compuestos son en su mayoria potentes antioxidantes por su

estructura quimica (donador de H+ o electrones) necesarios para el
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funcionamiento de las células vegetales; que se encuentran en frutas y

verduras.

Flavonoides totales: Se refiere a un grupo aromatico, pigmentos
heterociclicos que contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las
plantas, constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de

las plantas vy frutas.

Antioxidantes: Los antioxidantes son fuertes agentes reductores debido
a las propiedades de Oxido reduccidén de sus grupos hidroxilo y las
relaciones estructurales entre diferentes partes de su estructura quimica,
poniendo fin a la reaccion en cadena, estabilizando asi al &tomo, que ha

estado intentando encontrar una pareja para su electron desparejado.



41

CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE INVESTIGACION
3.1. Tipo de estudio

La investigacion es de tipo correlacional. Segun Tamayo (1999), se
refiere al “grado de relacion (no causal) que existe entre dos o mas
variables. Para realizar este tipo de estudio, primero se debe medir las
variables y luego, mediante pruebas de hipétesis correlacidnales
acompafiadas de la aplicacion de técnicas estadisticas, se estima la

correlacion”.

3.2. Diseiio del estudio

Se utiliz6 el disefio D-optimal de cuatro factores y tres niveles para
evaluar el efecto de los parametros de extraccion, todos los datos
experimentales se analizaron en el software Design-Expert® Version
11.0.

Tabla 6. Matriz de Variables y sus Niveles

Niveles

Variables Unidades

(-1) @ 1)

Tamario particula

Z, N° malla 13 25 40
Z, Temperatura de extraccion °C 30 47.25 60
Z; Ratio Mm:Ms g:g 1:15 1:20 1:25
Z, Concentracioén etanol % 70 81.51 96
y. Flavonoides totales ug EqC/mL

y. Fenoles totales ug EqAG/mL

y: Actividad Antioxidante %inhibicion

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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Poblacion y muestra

3.3.1. Poblacién

Se trabajo con una poblacion de 100 Kg de hojas que es la cantidad
sembrada de Anona (Annona x atemoya Mabb.) de la parcela del sefior
Alberto Quispe Anccasi. Dicha poblacion fue recolectada del distrito de
Las Piedras, Centro poblado menor del Triunfo, provincia de

Tambopata en la Region Madre De Dios.

3.3.2. Muestra

3.4.

Se tom6 como muestra 4 Kg de Hoja seca de Anona (Annona X
atemoya Mabb.) de la Plantacion del Sefior Alberto Quispe Anccasi que
esta ubicado en el centro poblado menor del Triunfo, Distrito de Las

Piedras, en la provincia de Tambopata, Region Madre de Dios.

Método y técnicas

3.4.1. Lugar de estudio:

La investigacion se llevd a cabo en los siguientes laboratorios de la

Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la UNAMAD:
% Laboratorio de quimica

% Laboratorio de proceso

&

Laboratorio de biologia

&

Laboratorio de investigacion LA.G

@

Laboratorio Regional Ambiental

3.4.2. Materiales para secado de las hojas:

+ 01 deshidratador artesanal construido en madera y mallas
metdlicas de acero galvanizadas, de dos niveles, con dimensiones:
130 x 50 x 40 cm (LxHxP).

+ 01 Molino de disco manual, Modelo UJ-3529, Marca Corona

+ 10 Bolsas de polietileno de alta densidad
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01 selladora al vacio, modelo DZ-260, Potencia (KW): 0.37, Voltaje
(Voltios): 220V/60Hz. Segun Anexo 7.

3.4.3. Material de laboratorio

Embudo de vidrio pyrex

Probetas de vidrio pyrex (10,100,500 mL)
Micro - espétula

Pipetas (1, 5,10 mL)

Pera de succion

Vasos precipitados de vidrio pyrex (10,50,100,500,1000 mL)
Mascarillas

Guantes de hule

Mandil de color blanco, material fibras sintéticas
Toca

Cuaderno de apunte

Papel aluminio

Goteros

Soporte universal

Pinzas

Envases esmerilados (50,100 mL)
Mortero

Piceta

Plancha de calefactora

Matraz 500ml

Barilla

Gradilla

Tubos de ensayo



% Termometro
s Termdmetro laser
s Pinza
% Fiolas (10,50,100,250,1000 mL)
«» Filtro 0.45 pm
% Molino manual
% Bolsas de alta densidad
« Matraz Erlenmeyer
« Tamices (13,25,40,)
«» Tecnopor
+ Frascos acaramelados 1L
+ Paletas de agitacion
% Micropipeta 1mL
3.4.4. Insumos:

v' Acido gélico

\

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

<

Folin-Ciocalteu.

Etanol 96%

<X

Agua destilada
(+) — Catequina

Alcohol rectificado

SRR NN

Nitrito de sodio al 5%

Cloruro de aluminio al 10%

AN

Hidréxido de sodio (NaOH)

\

Metanol grado Q.P

<

Carbonato de sodio (NaCO)
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v Metanol al 80%

v Hielo

v' Agua destilada

3.4.5. Equipos:

% Balanza Analitica: Modelo GR-200, Carga nominal: 210g, min:
10mg Precision: 0.1mg, Fuente de alimentacion: AC 110-240V,
Calibracion: Auto Calibracion.

& Estufa: Termorregulador Hidraulico (50 — 300°C) p/ Estde
Esterilizacion y secado, modelo SR-0110.

& Extractor: Solido — Liquido, Acero inoxidable, capacidad 1 litro

% Mesa de trabajo acero inoxidable

% Rotavapor: Marca BUCHI SWITZERLAND N°R-210;

% Refrigeradora: Capacidad de 620 L, Modelo HM10.

& Equipo Destilador de alcohol: Marca  Kimax USA : Capacidad

1000mL

3.4.6. Instrumentos:

(@)

TermOometro: Varilla de vidrio. Rango de Temperatura -10 a
+110°C.

TermOmetro laser: Puntero laser de desviaciéon de un solo punto.
Retiene los valores en pantalla durante 7 segundos. Rango de
temperatura desde -30 °C a 500 °C

Balanza Analitica: Modelo GR-200, Carga nominal: 210g, min:
10mg Precision: 0.1mg, Fuente de alimentacion: AC 110-240V,

Calibracién: Auto Calibracion.

Espectrofotometro: marca: HACH; Modelo: DR 5000; Fuente de
luzz Lampara de tungsteno en atmodsfera gaseosa (visible) y
lampara de deuterio (UV); Rango de longitud de onda: 190-1100

nm.



3.5. Metodologia

Hojas de Anona (Annona X
atemoya Mabb.)

!
Seleccion
!
Lavado
'
Secado
!
Molienda

'
Malla N° 13

Tamizado Malla N° 25
Malla N° 40

T° ambiente por 3 dias

l Determinaciéon de humedad:
Método destilacion

T°=50°C

Solvente: Tolueno 80mL

Muestra: 59

Producto Final

Figura 6. Diagrama de flujo de la Preparacion de muestra de las hojas de

Annona x atemoya Mabb. para el proceso extraccion del extracto.

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Reconocimiento Taxondmico de las hojas de Anona

Una de los elementos importantes a la hora de trabajar con muestras

vegetales es la corroboracion de la taxonomia de la muestra colectada,

que fue realizado por el Museo de Historia Natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos, que certifico el especimen de la

muestra con las cuales se ha trabajado. Ver Anexo 6.

3.5.1. Pre-tratamiento de las hojas de Anona (Annona X atemoya
Mabb).

a)

b)

f)

g)

Materia Prima. - La materia prima fueron recolectadas en la
mafana; se ha obtenido las hojas frescas cuya superficie externa
tienen una coloracion verde y sin deterioro alguno por efectos
fisicos y biolégicos.

Seleccién. — Se seleccion6 las hojas en estado verde que se
encuentren en buen estado.

Lavado. — En esta etapa se lavd con chorros fuertes de agua y
frotamientos para retirar componentes solidos adheridos en las
hojas.

Secado. — Las hojas se secaron a una temperatura ambiente
durante 3 dias.

Molienda. - wuna vez retiradas del ambiente de secado se
procede al molido de las hojas secas de Anona (Annona X
atemoya Mabb); obteniendo particulas de hojas de diferentes
tamafios.

Tamizado. - Se utilizé tres tamices con N° malla (13, 25, 40)
respectivamente, donde se obtuvo diferentes tamafios de
particulas de las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.) Ver
fig.9

Producto final. — Obteniendo polvo con diferentes tamarfios de
particulas. Luego se hizo la determinacion de humedad: En esta
operacion se hizo por el Método Destilacion a Reflujo con

solventes Inmiscibles con el agua:
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Se Pes6 5 g de muestra de Anona (Annona x atemoya Mabb.) y
se colocé en el matraz del equipo.

Se afadio 80 ml de tolueno (Pe 100°C)

Se conect6 el matraz al brazo colector y este al condensador de
bolas del equipo

Se calentd6 el matraz y contenido sobre manta calefactora y
hasta que el contenido entre en ebullicién

Se ajustd la manta calefactora de modo que el contenido del
matraz se mantenga justamente en ebullicion y se continuara
calentando durante al menos 1 % hr.

Se desconectd la manta calefactora y se dejard que el aparato
se enfrié, especialmente el brazo colector graduado.

Se registré el volumen de agua en el brazo colector graduado.



Método sélido - liquido

- Tiempo: Constante

- Tamafio particula: (N°malla 13, 25, 40)

- Temperatura: 30,46.5, 48, 60

- Relacion: Mm:Ms. 15, 19.5, 20.50, 25

- Concentracion etanol: 70, 81.31, 81.7, 96

P

T°=10°C
V=5000 rpm
Tiempo: 10 min

Presion: 102 mbar
T°=50°C
Tiempo: 30min

T°=4-8°C

ANALISIS:

- Fenoles Totales

- Flavonoides Totales

- Actividad Antioxidante

Figura 7. Diagrama de proceso de extraccién discontinua de los
antioxidantes de las hojas de Anona por el método de extraccion
sélido — liquido.

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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3.5.2. Proceso de extraccion del extracto de las hojas de Anona

b)

d)

(Annona x atemoya Mabb.) método de solido - liquido.

Pesado de la muestra. - se realizd segun la tabla (Matriz de
Resultados la Extraccién solido - liquido segun Disefio D-optimal).
Extraccion solido - liquido. - En esta operacion se ha extraido en
un reactor por el método de Solido - Liquido, donde se acondicion6
con los siguientes parametros Tiempo: constante, Tamafo particula
(N° malla 13,25 ,40), Temperatura: 30, 46.5, 48, 60 °C, Relacion
Mm:Ms. 1:15, 1:19.5, 1:20.5, 1:25 g:g y Concentracién etanol: (70,
81.31, 81.7, 96 %V/v).

Centrifugado. - En esta etapa se centrifugd los extractos en una
centrifuga refrigerante para separar los sélidos que se encuentren
en el extracto, a una V=5000 rpm, 6=10 miny T°= 10°C.
Concentracion por Rotavapor. - En esta operacion las muestras
extraidas se llevaron al equipo de Rotavapor para evaporar el
solvente etandlico a una T= 50°C, 6= 30min, P = 102 mbar y
obteniendo el extracto acuoso de Annona X atemoya Mabb.
Almacenamiento. - Se almacenaron las muestras a una T= 4-8°C
Preparacion de las muestras para andlisis. - Se utilizaron tubos
de ensayo donde se colocaron las muestras de extracto de Anona
(Annona x atemoya Mabb.) todas codificadas para las respectivas
corridas. Se analizaron de la muestra de extracto de Anona
(Annona x atemoya Mabb.) los fenoles totales, flavonoides totales y
capacidad antioxidante:

Fenoles totales:

Se analizaron las muestras de extracto de hojas de Anona (Annona
X atemoya Mabb.) por espectrofotométria para el contenido de
fenoles totales utilizando un Método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu. Donde se utilizaron los reactivos siguientes: acido galico
estandar, reactivo Folin — Ciocalteu, agua destilada y carbonato de

sodio al 7%. Los andlisis se realizaron por triplicado.
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Flavonoides totales:

El contenido total de flavonoides se determinaron por el método
colorimétrico descrito por Dewanto, V. et al. (2002), utilizando
soluciones estandar de catequina en el intervalo de concentracion
50-1000 mg / L. EIl contenido de flavonoides totales, expresada en
mg por gramo de equivalentes de muestra de catequina (EqC ug /
g) se calculara a partir de la ecuacion de linea recta obtenida para
la curva de calibraciéon. Todos los analisis se realizaron por
triplicado. Ver fig.14

Actividad antioxidante:

La actividad antioxidante se determinaron por el método descrito
por Brand-Williams, (1995). Donde se utiliz6 el DPPH (2,2 — difenil-
1-picrilhidrazilo) como radical libre y metanol grado
espectrofotométrico.

La reaccion que describe al método es la siguiente:

DPPH- (Purpura) + (AH) n DPPH" -H (amarillo) + (A) n

El porcentaje de DPPH remanente fue calculado como:
%inhibicion= [(Ac-As) /Ac] x 100

Donde:

Ac = absorbancia del control negativo

As = absorbancia de la muestra
3.6. Tratamientos de los datos

En la investigacion se realizaron 21 tratamientos donde las variables

independientes fueron las siguientes:

Tamafio particula (N° malla), temperatura de extraccion (°C), relacion

Masa muestra: Masa solvente (g:g) y concentracion etanol (%v/v).



Tabla 7. Matriz de Disefio para la investigacion Disefio D-Optimal

Z1: Z2: i Z4
: Tamafo Temperatura 42: Relacion : Concentracion

R particula extraccion Mm:Ms Etanol

(N° malla) (°C) (@9) (% viv)
1 40 60 1:25 96
2 13 60 1:25 96
3 13 60 1:19.5 70
4 40 60 1:195 70

5 25 60 1:15 81.31
6 40 60 1:15 96
7 13 60 1:15 96
8 40 30 1:25 96
9 13 30 1:25 96
10 13 46.5 1:25 81.7
11 25 60 1:25 70
12 40 30 1:25 70
13 13 30 1:25 70
14 13 30 1:15 70
15 25 30 1:15 70
16 13 30 1:15 96
17 40 30 1:15 96
18 25 46.5 1:20.5 96
19 40 30 1:195 81.7
20 40 48 1:15 70
21 13 48 1:15 70

Fuente: Elaboracién propia (2017).
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CAPITULO IV: RESULTADOS DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

4.1. I|dentificacion botanica del Especimen

El especimen con la cual se ha trabajado fue identificado por el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (ver
certificacion del Anexo 6), cuyo resultado, nos indican que las muestras de
hojas pertenecen a la familia Annonaceae y su nombre cientifico es

Annona x atemoya Mabb, hibrido de A. chirimolia x A. squamosa.

4.2. Cuantificacion de los antioxidantes en las hojas de Anona

(Annona x atemoya Mabb.)

4.2.1. Cuantificacion de los fenoles totales expresados como

porcentaje de acido galico

La curva de calibracion establecida se puede obervar en la Figura 8,
obervandose que los datos experimentales ajustan con una desviacion
del 0.323 % a una ecuacion lineal, para un grado de confiabilidad del 95
% (a=0.05), tal como se observa en la Tabla 8. Estos son consistentes,

comparado con datos obtenidos por (Vasquez, L.y Aristizabal, L. 2013)

Concentracion = 0.0446 +0.0089 (A)

Primeramente, se realizd la curva de calibracién del acido galico para

obtener la ecuacion de la recta utilizada para la determinacion.
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Tabla 8. Curva de calibracion para cuantificacion de fenoles totales
utilizando como patron Acido gélico (longitud de onda de 725

nm)

Concentracion

AG (ng) Absorbancia

0 0.024

10 0.122

20 0.218
40 0.452

60 0.581

80 0.757
100 0.930
120 1.099

Fuente: Elaboracién propia (2017).

m  Datos experimentales
Curva de agjuste

1,0 4

0.5 1

Absorbancia, (A)

0,0+ -
T 1

1
0 50 100

Concentracion, C (ug de Acido galico)

Figura 8. Curva de absorbancia vs concentracion de &cido galico
para cuantificacion de fenoles totales.

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Tabla 9.Coeficiente de Determinaciéon de la curva de calibracién

Intercepto Pendiente Estadistica
Error Error 9
Valor Estandar Valor Estandar R Adj
0,0446 0,01397 0.0089 2,067E-4  0,99623

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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Tabla 10.Coeficiente de Modelo Ajustado para la curva de

calibracion
Error
Valor estandar t P
b0 0.0446 0.01397 3.19349 0.01875
Abs.
b1l 0.0089 2.06763E-04 43.03552 1.05E-08

Fuente: Elaboracion propia (2017).
Tabla 11. Andlisis de varianza (ANOVA) de la curva de calibracién

para cuantificar fenoles totales.

Grados Suma de Mediade

. de cuadrados cuadrados F 7
libertad
1.05E-
Regresién 1 1.06 1.05998 1852.06 08
Abs. .
Residual 6 0.0034 5.72E-04
Total 7 1.063

Fuente: Elaboracion propia (2017).
4.2.2. Cuantificacion de flavonoides totales.

La curva de calibracion establecida se puede obervar en la Figura 9,
obervandose que los datos experimentales ajustan con una desviacion
del 0.046 % a una ecuacion lineal, para un grado de confiabilidad del 95
% (a=0.05), tal como se observa en la Tabla 12. Estos son

consistentes, comparado con datos obtenidos por (Gracia, N. 2006).

Concentracion = 0.04208 + 0.000398162( A)

Primeramente, se realizd la curva de calibracion de la catequina para

obtener la ecuacion de la recta utilizada para la determinacion.



Tabla 12. Curva de calibracién para cuantificacién de flavonoides

totales utilizando como patrén Catequina (longitud de

onda de 510nm).

Concentracion Absorbancia
catequina (ug)

200 0.117
400 0.207
600 0.280
800 0.358
1000 0.445
1600 0.677

Fuente: Elaboracion propia (2017).

m  Datos experimentales
05 - Curva de ajuste

04 r

Absorbancia, (A)

0.2

500 1000 1500
Concentracién, C (pg de Catequina)

Figura 9. Curva de absorbancia vs. Concentracion de catequina

para cuantificacién de flavonoides.

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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Tabla 13.Coeficiente de Determinacion de la curva de calibracién

Intercepto Pendiente Estadistica
Error Error 9
Valor Estandar Valor Estandar R Adj
0,04208 0,00379 3,982E-04 4,25E-06  0,99943

Fuente: Elaboracién propia (2017).

Tabla 14.Coeficiente de Modelo Ajustado para la curva de calibracion

Error
Valor estandar t P
Abs. b0 0,04208 0.00379 11,1114 3,73E-04
bl 3,981E-04 4,25141E-06 93,6541 7,79E-08

Fuente: Elaboracién propia (2017).
Tabla 15. Andlisis de varianza (ANOVA) de la curva de calibracion para

cuantificar flavonoides totales.

Grdagos Suma de Mediade = p
libertad cuadrados cuadrados
7,79E-
Abs Reg.resi(')n 1 0,19552 1,19552 8771,08891 08
’ Residual 4 8,92E-05 2,22E-05
Total 5 0.19561

Fuente: Elaboracion propia (2017).

4.3. Evaluacion de los parametros de operacion

4.3.1. Fenoles totales

El disefio experimental a utilizar es (D — optimal) de cuatro factores Zi:
Tamafio Particula N° malla, Z2: Temperatura °C, Z3: Relacion Mm:Ms
0.9, Z4. Concentracion %v/v. Y2: Fenoles totales pg EAG/mL. Se
determin6 21 corridas mediante la metodologia de superficie de
respuesta (MRS) de manera aleatoria para garantizar la validez

estadistica de los resultados.
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Tabla 16. Matriz de disefio con resultados de fenoles totales.

Z1: 22: Z3: Z4. Y1:
Tamafio Temperatura Relacion Concentracion  Fenoles
Corrida Particula °C Mm:Ms %v/v totales
malla # g9 Mg

EAG/mL
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1898,8
2 -1,000 1,000 1,000 1,000 14419
3 -1,000 1,000 -0,100 -1,000 1917,5
4 1,000 1,000 -0,100 -1,000 1581,9
5 -0,111 1,000 -1,000 -0,130 2278,6
6 1,000 1,000 -1,000 1,000 2103,3
7 -1,000 1,000 -1,000 1,000 2015,7
8 1,000 -1,000 1,000 1,000 1074,8
9 -1,000 -1,000 1,000 1,000 1065,8
10 -1,000 0,100 1,000 -0,100 1140,7
11 -0,111 1,000 1,000 -1,000 14441
12 1,000 -1,000 1,000 -1,000 1399,2
13 -1,000 -1,000 1,000 -1,000 1381,2
14 -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 1668,1
15 -0,111 -1,000 -1,000 -1,000 1925
16 -1,000 -1,000 -1,000 1,000 1325,8
17 1,000 -1,000 -1,000 1,000 1240,4
18 -0,111 0,100 0,100 1,000 1232,1
19 1,000 -1,000 -0,100 -0,100 1427,6
20 1,000 0,200 -1,000 -1,000 2082,3
21 -1,000 0,200 -1,000 -1,000 1967

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la Tabla 17. Se puede apreciar los valores de P < 0,05, donde
indican que los términos del modelo son significativos. En este caso la
temperatura, Relacion Mm:Ms, concentracién de etanol, la combinacién
de la temperatura de extraccion y la concentracién de etanol son
términos significativos del modelo. Este resultado es similar a lo
reportado previamente por Chen, X. etal. (2013) quien reportdé que el
efecto de la concentracién de etanol sobre el contenido de compuestos
fendlicos a partir de hojas de Ficus virens, puede desnaturalizar las
proteinas, lo que evita la disolucion de los polifenoles que influye en la
tasa de extraccion. Por lo tanto, la polaridad de un solvente esta
determinada por su concentracion y una cierta concentracion logra una

alta tasa de extraccion (Spigno, G. et al. 2007).

Asimismo, Spigno, G. et al., (2007). Reportd a partir de las semillas de

uva Los efectos de la temperatura en los compuestos fendlicos donde
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mostraron una tendencia similar, la temperatura de extraccion afecta la

solubilidad, la velocidad de transferencia de masa y la estabilidad de los

compuestos fendlicos (Spigno, G. et al., 2007).

Tabla 17. Analisis de varianza (ANOVA) de los parametros de extraccion

de los fenoles totales para el modelo polinomial cuadratico.

Fuente GL F P
Error

modelo 11,00 14,55 0,0001 significativo
b-Temperatura de 11,00 40,55 0,0001

extraccion

c-Relacion Mm:Ms 11,00 45,73 0,0001
d-Concentracion Etanol 11,00 9,71 0,0098

Bc 11,00 3,69 0,0811

Bd 11,00 7,16 0,0216

Cd 11,00 4,82 0,0504

b2 11,00 2,89 0,1173

c2 11,00 2,26  0,1609

Submodelo 11,00 1,23  0,2909 Insignificante
A-Tamanfo Particula 11,00 1,23  0,2909

Leyenda: F (Test de Ficher), P (Valor de probabilidad)

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la tabla 18. Muestra los resultados de andlisis de regresion multiple

efectuada para los fenoles totales. Los datos ajustaron bien al modelo

utilizado, presentando un R? = 0,9140 y R? ajustado 0,8089, esos resultados

indican que el modelo ajustado obtenido explica el 80,89% de variacion de

los fenoles totales obtenidos en los ensayos.

Interpretacion: En este caso, El 80,89% de las condiciones de extraccion

(temperatura de extraccion, relacion Mm:Ms, concentracion etanol) explican

los fenoles totales.

Tabla 18. Ajuste del coeficiente de determinacion del modelo

Desviacion Media Coeficiente de R2 R2
Estandar variacion % ajustado
148,83 1600,56 9,30 0,9140 0,8089

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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En el ajuste de los datos experimentales con los predichos vs actual, se
puede corroborar en la Figura 10. Donde los datos experimentales son los
puntos de colores y los valores predichos se encuentran en la linea de recta,
por lo tanto se puede apreciar que los valores experimentales no estan tan

dispersos de los predichos.

Predicho vs. Actual

2400 |

2200

2000

1800

Predicho

1600

1400

1200

1000

I I I I I I I I
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Actual

Figura 10. Linealidad de los valores experimentales con los predichos vs
actual para el contenido de fenoles totales en el extracto de las

hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Como se puede apreciar en la figura de superficie de respuesta del valor de
fenoles totales (Fig. 12) y figura de contorno (Fig. 11), el valor maximo de

fenoles totales se encuentra en la region roja.



61

Fenoles Totales (ug EAG/mL)

60

54

48

42 |

36

b: Temperatura de extraccion (°C)

30

70 76,5 83 895 96

d: Concentracién Etanol (%)

Figura 11. Gréfico de contornos del contenido de fenoles totales en el

extracto de las hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la Figura 11 se puede observarse cuando la temperatura aumenta de 30-
60°C, y la concentracion del etanol disminuye de 96 -70%, la concentracion
de los fenoles totales extraidos aumenta desde 2000 pgEAG/mL hasta 2200
MgEAG/mL. Este resultado es similar a lo reportado previamente por
Franco, D. et al. (2007) quien report6 que el contenido de compuestos
fendlicos extraidos a partir de trigo y de la piel de Mangifera pajang Kosterm,
respectivamente, aumentaba cuando la concentracion de etanol en el
solvente de extraccion aumentaba desde aproximadamente 30 hasta un 70
%.
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Fenoles Totales (ug EAG/mL)

¢ Ratio Mm:Ms (g:g)

Fenoles Totales (ug EAG/mL)

b: Temperatura de extraccion (°C) 36 76.5 d: Concentracion Etanol (%)

Figura 12. Gréficos de superficie de respuesta del contenido de fenoles
totales en el extracto de hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)

El grafico superficie de respuesta para fenoles totales del extracto de

hojas de Anona en funcién de la relacion masa muestra: masa solvente
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a la temperatura de extraccion (tamafio particua =40 N° malla) y
(concentracion del etanol = 70 %v/v). Se puede apreciar en la Fig. 12,
cuando la relacion masa muestra: masa solvente va desde 1:25 -1:15
g:g y la temperatura de 60 a 30°C los fenoles totales se incrementan a
2200 wgEAG/mL. También se puede apreciar en la fig. b, (tamafio
particula =40 N° malla) y (relacion masa muestra: masa solvente = 1:15
g:9), cuando la temperatura de extraccién aumenta de 30 — 60°C y la
concentracion del etanol disminuye de 96 a 70%, la concentracion de los

fenoles totales aumenta aproximadamente a 2200 ugeAG/mL.

Tabla 19. Coeficientes en términos de factores codificados

Fuente Coeficiente Error VIF
estimado estandar

Intercepta 1345,71 107,01
Términos de la
parcela
completa:
b-Temperatura
de extraccion 235,11 36,92 1,05
c-Relacion
MmM-Ms -248,41 36,73 1,03
d-Concentracion
Etanol -112,33 36,05 1,06
bc -78,32 40,79 1,06
bd 107,83 40,30 1,11
cd 89,30 40,66 1,12
b2 153,37 90,24 1,13
c? 136,52 90,82 1,18
Términos de la
sub parcela
A-Tamafio
Particula 41,24 37,17 1,06

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Ecuacion final en términos de factores codificados

Mediante la aplicacién de la técnica de MSR el modelo mateméatico se

presenta en la siguiente ecuacion:
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Fenolestotales =1345.71+41.24A+235.11b — 248.41c -112.33d

Ec.1
—78.32b*c+107.83b*d +89.30c*d +153.37b? +136.52¢° ( )

Ecuacion final en términos de factores reales

Ecuacion 2. Ecuacién del modelo correspondiente de compuestos fendlicos

totales.

Fenolestotales = 9241.1+3.054T, —70.69T; —335.16R—61.0C; —1.04T. *R (Ec.2)

+0.552T, *C, +1.37R*C, +0.682T_ * A* +5.46R’

Donde:

Tp= Tamafio particula

T. = Temperatura de extraccion

R = Relacion Mm:Ms

C.= Concentracién del etanol

Tabla 20. Componentes de varianza.
Fuente Varianza  Error estandar  95% Cl bajo  95% CI alto
grupo 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Residual 22151,18 9445,29 11115,99 63857,18
Total 22151,18

Fuente: Elaboracién propia (2017)
4.3.2. Flavonoides totales

El disefio experimental a utilizar es (D — optimal) de cuatro factores Zi:
Tamafio Particula N° malla, Z2: Temperatura °C, Z3: Relacién Mm:Ms
0.9, Z4: Concentracién %v/v. Y2: Flavonoides totales pg EqC/mL. Se
determin6 21 corridas mediante la metodologia de superficie de
respuesta (MRS) de manera aleatoria para garantizar la validez

estadistica de los resultados.



Tabla 21. Matriz de disefio con resultados de flavonoides totales

Z1: 22: Z3: Z4: Y2:
Tamaio | Temperatura | Relacién | Concentraciéon | Flavonoides
Corrida | Particula °C Mm:Ms %v/v totales
N° malla 0.9 png EqC/mL
1 1,000 1,000 1,000 1,000 22898,3
2 -1,000 1,000 1,000 1,000 16431,7
3 -1,000 1,000 -0,100 -1,000 11231,7
4 1,000 1,000 -0,100 -1,000 8498,3
5 -0,111 1,000 -1,000 -0,130 16498,3
6 1,000 1,000 -1,000 1,000 31598,3
7 -1,000 1,000 -1,000 1,000 38631,7
8 1,000 -1,000 1,000 1,000 23781,7
9 -1,000 -1,000 1,000 1,000 22098,3
10 -1,000 0,100 1,000 -0,100 10465
11 -0,111 1,000 1,000 -1,000 9231,7
12 1,000 -1,000 1,000 -1,000 8698,3
13 -1,000 -1,000 1,000 -1,000 8065
14 -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 11065
15 -0,111 -1,000 -1,000 -1,000 11531,7
16 -1,000 -1,000 -1,000 1,000 25781,7
17 1,000 -1,000 -1,000 1,000 24981,7
18 -0,111 0,100 0,100 1,000 20298,3
19 1,000 -1,000 -0,100 -0,100 11548,3
20 1,000 0,200 -1,000 -1,000 16148,3
21 -1,000 0,200 -1,000 -1,000 15648,3

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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En este caso, el relacion Mm:Ms y la concentracion etanol son términos

significativos del modelo.

Tabla 22. Andlisis de varianza (ANOVA) de los parametros de extraccion de

los flavonoides totales para el modelo polinomial cuadratico.

Fuente GL F P
Error
modelo 6,46 10,26 0,0047 Significante
b-Temperatura de extraccion 6,25 1,27 0,3019
c-Relacion Mm:Ms 6,31 9,08 0,0222
d-Concentracion Etanol 6,08 44,66 0,0005
cd 590 0,8775 0,3856
c2 7,11 1,84 0,2160
d2 7,75 2,16 0,1806
submodelo 6,99 2,01 0,2038 Insignificante
A-Tamano Particula 7,14 0,0058 0,9413
Ac 6,86 4,03 0,0856

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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En la tabla 23. Muestra los resultados de andlisis de regresion multiple
efectuada para los flavonoides totales. Los datos ajustaron bien al modelo
utilizado, presentando un R? = 0,944 y R? ajustado 0,8879, esos resultados
indican que el modelo ajustado obtenido explica el 88,79% de variacion de

los flavonoides totales obtenidos en los ensayos.

Interpretacion: En este caso, El 88,79% de las condiciones de extraccién
(relacion Mm:Ms, concentracion etanol) explican los flavonoides totales

totales.

Tabla 23. Coeficiente de Determinacion del Modelo Ajustado para los

flavonoides totales.

Desviacion Media Coeficiente R2 R2 ajustado
Estandar de variacion
%
3595,27 17387,22 20,68 0,944 0,8879

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En el ajuste de los datos experimentales con los predichos vs actual, se
puede corroborar en la Fgura 13.

Predicted vs. Actual

40000

30000

20000

Predicted

10000 |

T T T T T
10000 20000 30000 40000

o

Actual

Figura 13. Linealidad de los valores experimentales con los predichos para
el contenido de flavonoides totales en el extracto de las hojas de
Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Como se puede apreciar en la figura de superficie de respuesta del valor de

fenoles totales (Fig. 15) y figura de contorno (Fig. 14), el valor maximo de

flavonoides totales se encuentra en la regién amarillo.

d: Concentracién Etanol (%)

Figura 14. Grafico de contornos del contenido de flavonoides totales.

Flavonoides (ug Catequina/mL)

96

89,5

83

76,5

15 17 19 21 23 25

c: Ratio Mm:Ms (g:g)

Fuente: Elaboracion propia (2017)

a)
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30000

20000

10000

Flavonoides (ug Catequina/mL)

9%

c: Ratio Mm:Ms (g:q) 76,5 4. Concentracién Etanol (%)

25 70
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Flavonoides (ug Catequina/mL)

15 70

d: Concentracion Etanol (%)

Figura 15. Gréfico de superficie de respuesta del contenido de flavonoides

totales en el extracto de hojas de Anona

Fuente: Elaboracion propia (2017)

El grafico superficie de respuesta para flavonoides totales del extracto de
hojas de Anona en funcién de la relacibn masa muestra: masa solvente a la
concentracion etanol (tamafio particula =13 N° malla) y (temperatura = 60
°C). Se puede apreciar en la Fig. 15, cuando la relacion masa muestra: masa
solvente va desde 1:25 -1:15 g:g y la concentracion del etanol de 96 a 70%
los flavonoides totales se incrementan a 30000 ugeC/mL.

Ecuacion final en términos de factores codificados

Flavonoidestotales =11724.09 + 43.99A+1192.14b —3210.89¢ + 7018.53d +1249.09A*c

—1090.43c*d +3175.33¢” +3522.47d?
(Ec. 3)

Ecuacion final en términos de factores reales

Ecuacién 4. Ecuacion del modelo correspondiente de compuestos

flavonoides totales.

Flavonoides totales =1.588e™ — 314.45T '+91.19T, —5030.81R —2720,85C, +16.47T *R

~16.93R*C_ +133.70R* +21.68C_ * A?
(Ec. 4)



Donde:

Tp= Tamafio particula

T. = Temperatura de extraccion
R = Relacion Mm:Ms

C.= Concentracién del etanol

Tabla 24. Coeficientes en términos de factores codificados

Fuente Coeficiente Error VIF
estimado estandar

Intercepta 11724,09 2630,52
Términos de la
parcela
completa:
b-Temperatura
de extraccion 1192,14 1059,79 1,01
c-Relacion
Mm:Ms -3210,89 1065,49 1,01
d-Concentracion
Etanol 7018,53 1050,25 1,01
cd -1090,43 1164,03 1,01
b2 3175,33 2338,51 1,04
c? 3522.,47 2394,07 1,03
Términos de la
sub parcela
A-Tamafio
Particula 43,99 576,54 1,02
Ac 1249,09 622,32 1,02

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Tabla 25. Componentes de varianza

Fuente  Varianza Error estandar 95% Cl bajo 95% ClI alto

Grupo 8,123E+06 6,376E+06 -4,375E+06  2,062E+07
Residual 4,803E+06 2,635E+06 2,064E+06  2,094E+07
Total 1,293E+07

Fuente: Elaboracion propia (2017)



4.3.3. Actividad antioxidante
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El disefio experimental a utilizar es (D — optimal) de cuatro factores Zi:

Tamafo Particula N° malla, Z2: Temperatura °C, Z3: Relacion Mm:Ms

0:9, Z4: Concentracidn %vl/v. Yz2: Actividad antioxidante % inhibicién. Se

determind 21 corridas mediante la metodologia de superficie de

respuesta (MRS) de manera aleatoria para garantizar

estadistica de los resultados.

la validez

Tabla 26. Matriz de disefio con resultados de Actividad antioxidante

1. Z2: Z3: Z4: Y3: Actividad

Tamafo | Temperatura | Relaciéon | Concentracion | antioxidante

Corrida | Particula °C Mm:Ms %viv % inhibicion

malla # 0.9

1 1,000 1,000 1,000 1,000 104,28
2 -1,000 1,000 1,000 1,000 117,54
3 -1,000 1,000 -0,100 -1,000 83,19
4 1,000 1,000 -0,100 -1,000 102,97
5 -0,111 1,000 -1,000 -0,130 80,01
6 1,000 1,000 -1,000 1,000 96,75
7 -1,000 1,000 -1,000 1,000 114,07
8 1,000 -1,000 1,000 1,000 124,68
9 -1,000 -1,000 1,000 1,000 125,78
10 -1,000 0,100 1,000 -0,100 113,84
11 -0,111 1,000 1,000 -1,000 127,69
12 1,000 -1,000 1,000 -1,000 128,24
13 -1,000 -1,000 1,000 -1,000 116,93
14 -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 112,38
15 -0,111 -1,000 -1,000 -1,000 81,56
16 -1,000 -1,000 -1,000 1,000 121,77
17 1,000 -1,000 -1,000 1,000 127,8
18 -0,111 0,100 0,100 1,000 118,27
19 1,000 -1,000 -0,100 -0,100 80,15
20 1,000 0,200 -1,000 -1,000 94,12
21 -1,000 0,200 -1,000 -1,000 79,26

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la tabla 27. Se puede apreciar los valores de p < 0,05, indican que los

términos del modelo son significativos. En este caso, de la conbinacién de

tamafio de particula y concentracion de etanol, (Tamafio de particula)? son

términos significativos del modelo.
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Tabla 27. Andlisis de varianza (ANOVA) de los pardmetros de extraccion de

los antioxidantes para el modelo polinomial cuadratico.

Fuente Error df F P
Modelo 2,14 0,2824 0,9287 Insignificante
b-Temperatura de extraccion 2,15 0,0012 0,9757
c-Relacion Mm:Ms 2,10 0,7296 0,4793
d-Concentracion Etanol 2,10 0,1417 0,7413
bc 2,11 0,2183 0,6842
bd 2,09 0,1310 0,7508
cd 2,09 0,6781 0,4936
b2 2,14 0,1922 0,7014
c2 2,14 0,2533 0,6619
d2 2,15 0,4441 0,5695
Submodelo 4,80 5,03 0,0603 Insignificante
A-Tamarfio Particula 4.40 1,24 0,3223
Ad 4,36 8,89 0,0365
A2 6,05 9,36 0,0220

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la tabla 28. Muestra los resultados de

andlisis de regresién multiple

efectuada para la actividad antioxidante. Los datos ajustaron bien al modelo

utilizado, presentando un R? = 0,931 y R? ajustado 0,7691, esos resultados

indican que el modelo ajustado obtenido explica el 76,91% de variacién de

los fenoles totales obtenidos en los ensayos.

Interpretacion: En este caso, El 76,91% de las condiciones de extraccion

(tamafio de particula y concentracion de etanol, Tamafio de particula)

explican la actividad antioxidante.
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Tabla 28. Coeficiente de Determinacion del Modelo Ajustado para la

actividad antioxidante

Desviacion Media Coeficiente R2 Rz ajustado
Estandar de variacion
%
32,80 107,20 30,60 0,931 0,7691

Fuente: Elaboracién propia (2017)

En el ajuste de los datos experimentales con los predichos vs actual, se
puede corroborar en la Fig. 16. Donde los datos experimentales son los
puntos de colores y los valores predichos se encuentran en la linea de recta,

por lo tanto se puede apreciar que los valores experimentales no estan

dispersos de los predichos

Predicho vs. Actual

140 —

120

100

Predicho

a0 —

60

40 —

40 60 80 100 120 140

Actual

Figura 16. Linealidad de los valores experimentales con los predichos para

la actividad antioxidante en el extracto de las hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017).
Como se puede apreciar en la figura de superficie de respuesta del valor de
fenoles totales (Fig. 18) y figura de contorno (Fig. 17), el valor maximo de

Actividad antioxidante se encuentra en la region roja.
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Actividad Antio

xidante (% inhibicion)

A: Tamafio Particula (N° Malla)

83 895 96

d: Concentracién Etanol (%)
Figura 17. Gréfico de contornos de la actividad antioxidante en el extracto
de las hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)

a)

Actividad Antioxidante (% inhibicion)

- 34
37 A: Tamafio Particula (N° Malla)

N
96 40

Figura 18. Gréfico de superficie de respuesta de la actividad antioxidante en

el extracto de hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)

El gréfico superficie de respuesta para la actividad antioxidante del
extracto de hojas de Anona en funcion del tamafio de particula a la
concentracion etanol (temperatura = 60°C) y (relacibn Mm:Ms= 1:25
9:9)-

Se puede apreciar en la Fig. 18, cuando la concentracion del etanol
disminuye y el tamafio particula va de 13 a 40 (N°malla) el porcentaje de

inhibicibn aumenta aproximadamente a 120% -140%. Esto esta
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corroborado con el ajuste de los datos al modelo matematico, cuyo
andlisis estadistico establece que el coeficiente de determinacion del
modelo ajustado es de 93.10 %, indicativo que solo el 6.9 % de los datos

estan dispersos a la superficie del modelo planteado.

Tabla 29. Coeficientes en términos de factores codificados

Fuente Coeficiente Error VIF
estimado estandar

Intercepto 71,28 28,77

Terminos de la parcela:

b-Temperatura de 0,3559 10,45 1,03

extraccion

c-Relacion Mm:Ms 8,83 10,34 1,01

d-Concentracion Etanol 3,89 10,34 1,01

bc 5,52 11,82 1,06

bd -4,26 11,78 1,06

cd -9,80 11,90 1,08

b2 -10,08 22,99 1,10

c? 11,32 22,50 1,07

d2 15,08 22,63 1,08

Sub términos de la

parcela:

A-Tamafio Particula 1,94 1,74 1,05

Ad -5,18 1,74 1,04

A2 31,81 10,40 1,08

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Ecuacion final en términos de factores codificados

Actividad antioxidante =71.28+1.94A+0.36b +8.83c +3.89d —5.18A*d +5.52b*¢c
—4.26b*d —9.80c*d +31.81A* —10.08b* +11.32c® +15.08d*

(Ec. 5)
Ecuacion final en términos de factores reales

Ecuacion 6. Ecuacion del modelo correspondiente a la capacidad

antioxidante determinada medinate el método de DPPH.
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Actividad antioxidante =580.88+1.723T, +2.00T —5.761R-12.793C. —0.02T,*C. +0.039T. *R
—0.015T_ *C —0.1273R*C_ —0.002T , * AZ —0.021T * A2 +0.4145R* A% +0.1021C_ * A?

(Ec. 6)

Donde:

Tp= Tamafio particula

Te = Temperatura de extraccion
R = Relacion Mm:Ms

C.= Concentracién del etanol

Tabla 30. Componentes de varianza

Fuente Varianza Error estdndar 95% Cl bajo 95% CI alto

Grupo 1034,91 1039,87 -1003,20 3073,02
Residual 41,03 27,98 15,13 303,38
Total 1075,94

Fuente: Elaboracién propia (2017)
4.4. Optimizacion de los parametros de extraccion sobre el

contenido de la actividad antioxidante

Las condiciones Optimas de extraccion se determinaron mediante el
Método de Superficie de Respuesta (MSR) utilizando el Software Design-
Expert® Versidon 11, analizando el efecto de las variables temperatura de
extracion (T), tamafio de particua (N° malla), relacion Mm:Ms vy
concentracion etanol (%) sobre las variables respuesta: Concentracion de
fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante. El disefio
completo consistié de 21 corridas experimentales. Los promedios de los
datos obtenidos fueron analizados ajustandose al modelo polinomial

cuadratica siguiente:

y=5 "‘Zik:lﬂi X "‘Zik:lﬂii Xi2 +ZZ:(<j:1ﬂij Xi XJ (Ec.7)

Donde Y es la actividad antioxidante, 0,1 ,ii, ijson coeficientes constantes

de los términos de interseccion, lineal, cuadratico e interaccion,
respectivamente mientras que Xi y xj son las variable independiente;
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temperatura extraccion, relacion Mm:Ms, concentracién etanol y tamafio

particula.

Para determinar los parametros Optimos de extraccion se procedido a
transformar las variables (fenoles totales, flavonoides totales y actividad
antioxidante) en una variable llamada “Desirability” o deseable, por lo cual
se requiere determinar el valor maximo de concentracion de fenoles
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante en el extracto de las

hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.).

El perfil de deseabilidad para los fenoles totales, flavonoides totales y una
capacidad antioxidante Optimos. Indica que la maxima conveniencia de
0,80 (en una escala de 0 a 1) se puede lograr para tamarfio particula a 13
(N°malla), temperatura de extraccion a 58,24 °C, relacibn masa muestra:
masa solvente de 1:15 g:g, y concentracién etanol 96% v/v. En estas
condiciones, los fenoles totales, flavonoides totales fueron 31998,78 ugeC
/mL y 1978,93 ugEAG/mL respectivamente. La capacidad antioxidante
medida por el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) fue 121,43 % inhibicion.

Desirability
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Figura 19. Grafico de barras de desirability de la actividad antioxidante en

el extracto de hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Figura 20. Grafico superficies de respuesta y contornos de la actividad
antioxidante, fenoles totales y flavonoides en el extracto de

las hojas de Anona.

Fuente: Elaboracion propia (2017)



Tabla 31. Ajuste del modelo de optimizacion
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respuesta media median Total SE Error 95% 95% 95% 95%
pronostica a desviaci medi df Cl Cl TI TI
da predic on a bajo alto bajo alto
ha estandar para para para para
medi  medi 99% 99%
a a
Fenoles 1715,93 1715,93 158,201 126,93 9 1428,8 2003,0 812,84 2619,0
Totales 7 3
Flavonoid 21555,5 21555,5 3111,96 2665,2 4,6251 14533, 28577, - 44481,
es totales 9 1 7 3 13702 3
7
Actividad 120,711 120,711 32,8015 30,103 2,1327 - 242,80 - 550,22
Antioxida 7 8 1,3864 8 308,79
nte 9

Fuente: Elaboracion propia (2017)



Tabla 32. Coeficientes del modelo de ajuste de fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante
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interceptar A b c d Ab Ac Ad bc bd cd A2 b2 c2 d2
Fenoles 1356,99 40,0473 237,321  -243,648  -109,118 23,0867 27,2312 -80,5281 104, 84,5611 140,917 134,096
totales 974
p-valor 0,3388 0,0002 0,0002 0,0196 0,6134 0,5290 0,0970 0,03 0,0850 0,1838 0,1991
72
Flavonoi 10595,7 62,7493 1329,41 -3389,3 6907,34  -318,028  1154,78 -1985,51 - 1165, -623,192 3238,84 4301,02
des 883,614 39
p-valor 0,9328 0,2427 0,0333 0,0062 0,6940 0,1904 0,1485 0,4369 0,597 0,7834 0,1931 0,1010
7
Activida 71,2806 1,94343 0,35590 8,83127 3,89247 -5,18187 552119 - - 31,80 -10,0798 11,323 15,083
d 5 42 98025 78 1
antioxida 638 7
nte 4
p-valor 0,3223 0,9757 0,4793 0,7413 0,0365 0,6842 0,7 0,4936 0,022 0,7014 0,6619 0,5695
508 0

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Tabla 33. Comparacion entre los resultados estimados mediante el modelo de extraccion y los obtenidos experimentalmente.

Fenoles totales Flavonoides totales Actividad antioxidante
VLD Temperatura Rec')lﬁCi (g E'ZrGlm L) (E; (g E(lqth/m L) (Etg ((;03 ::1|:1||_t|)) (%Dﬁm)
Corrida (Fl)\le‘l’rm“g:f:; 0 Mm.:Ms Concentracién ' EAGML) DesV.(%) _ EqC/mL) DesV.(%) | DesV.(%)
(g:9) (Yviv) Experimental Calculado Experimental Calculado Experimental Calculado
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1898,8 1670,02 228,78 22898,3 23624,32 -726,02 104,28 120,71 -16,43
2 -1,000 1,000 1,000 1,000 1441,9 1587,54 -145,64 16431,7 21038,17 -4606,47 117,54 127,19 -9,65
3 -1,000 1,000 -0,100 -1,000 1917,5 1740,42 177,08 11231,7 9744,89 1486,81 83,19 99,39 -16,2
4 1,000 1,000 -0,100 -1,000 1581,9 1822,9 -241 8498,3  9583,05 -1084,75 102,97 113,64 -10,67
5 -0,111 1,000 -1,000 -0,130 2278,6  2205,06 73,54 16498,3 18441,71 -1943,41 80,01 57,66 22,35
6 1,000 1,000 -1,000 1,000 2103,3  2144,88 -41,58 31598,3 29728,78 1869,52 96,75 111,61 -14,86
7 -1,000 1,000 -1,000 1,000 2015,7 2062,4 -46,7 38631,7 32138,98 6492,72 114,07 118,09 -4,02
8 1,000 -1,000 1,000 1,000 1074,8  1140,77 -65,97 23781,7 21240,04 2541,66 124,68 117,48 7,2
9 -1,000 -1,000 1,000 1,000 1065,8 1058,3 7,5 22098,3 18653,89 3444,41 125,78 123,96 1,82
10 -1,000 0,200 1,000 -0,100 1140,7  1211,02 -70,32 10465  9957,09 507,91 113,84 122,05 -8,21
11 -0,111 1,000 1,000 -1,000 1444,1  1454,61 -10,51 9231,7 10331,36 -1099,66 127,69 112,09 15,6
12 1,000 -1,000 1,000 -1,000 1399,2 1402,5 -3,3 8698,3 9383,84 -685,54 128,24 131,14 -2,9
13 -1,000 -1,000 1,000 -1,000 1381,2  1320,03 61,17 8065 6797,69 1267,31 116,93 116,89 0,0402
14 -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 1668,1  1838,81 -170,71 11065 13536,78 -2471,78 112,38 90,66 21,72
15 -0,111 -1,000 -1,000 -1,000 1925  1875,47 49,53 11531,7 12465,58 -933,88 81,56 65,58 15,98
16 -1,000 -1,000 -1,000 1,000 1325,8 1219,89 105,91 25781,7  29754,7 -3973 121,77 136,95 -15,18
17 1,000 -1,000 -1,000 1,000 1240,4  1302,36 -61,96 24981,7 27344,51 -2362,81 127,8 130,47 -2,67
18 -0,111 0,200 0,100 1,000 1232,1  1249,29 -17,19 20298,3 21967,16 -1668,86 118,27 90,59 27,68
19 1,000 -1,000 -0,100 -0,100 1427,6  1346,49 81,11 11548,3 10126,34 1421,96 80,15 94,13 -13,98
20 1,000 0,200 -1,000 -1,000 2082,3  2020,77 61,53 16148,3 12557,15 3591,15 94,12 113,51 -19,39
21 -1,000 0,200 -1,000 -1,000 1967  1938,29 28,71 15648,3 14967,35 680,95 79,26 99,26 -20

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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4.4.1. Efectos de la concentracion de etanol en fenoles totales,

flavonoides totales y la actividad antioxidante

El efecto de la concentracion de etanol en la extraccion de los fendlicos
totales fue significativo (p<0,05) de etanol sobre la concentracion de
fenoles totales, flavonoides totales y la actividad antioxidante, que se
confirmé mediante la prueba de Fisher. Los cambios en la concentracion
de etanol modifican las propiedades fisicas del solvente, incluyendo su
densidad, viscosidad dindmica y constante dieléctrica (Cacace y Mazza
2003). Por lo tanto, la polaridad de un solvente esta determinada por su
concentracion y una cierta concentracion logra una alta tasa de
extraccion (Spigno, G. et al. 2007). La concentracion de dichos
compuestos se maximizé6 cuando se usé la concentracién de etanol al
70%, mostrando una ligera disminucién con incrementos adicionales de
etanol. Cabe precisar que el etanol es un disolvente de menor polaridad
gue el agua. La polaridad del etanol se incrementara con la adicion de
agua (Zhang, Z. etal. 2007). Asimismo, la combinacién del etanol con
agua contribuye a la creacién de un medio que asegura eficacia en la

extraccion de los compuestos fendlicos (Lapornik, B. et al. 2005).

Los fenoles totales del extracto de las hojas generado se extraeron
mediante  extracciéon discntinua  solido-liquido. Bajo diferentes
concentraciones de etanol, la concentracion de los fenoles totales
aumento al principio cuando la concentracion de etanol aumentd desde
niveles bajos, y luego disminuyé después de alcanzar un maximo de
(2200 ug EAG/mL) en etanol al 70%v/v. La concentracion de los
flavonoides mostro una tendencia similar, con el valor mas alto de (3000

pgECatequina/mL) a 70%v/v de etanol.
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4.4.2. Efectos de la temperatura de extraccion en fenoles

totales, flavonoides totales y actividad antioxidante

Las temperaturas de extracciones para cada condicion de operacion se
llevaron a cabo a temperaturas de rango de 30 a 60 ° C. Como la
temperatura afecta la estabilidad de los polifenoles, los valores mas de
60°C no se seleccionaron como temperatura de extraccion. Ademas, los
valores de temperatura mas altos de 60 ° C puede dar lugar a la
desnaturalizacion de las membranas vegetales (Pinelo, M. etal. 2005).
Investigando mas a fondo el efecto de la temperatura en la eficiencia de
extraccion debido a la temperatura de extracciones impacta la
solubilidad, la tasa de transferencia de masa, y estabilidad de los
compuestos fendlicos (Spigno, G. et al. 2007). La concentracion de
fenoles totales aumenté con el aumento de la temperatura antes de
llegar a 60 ° C con un valor de (2200 mgeEAG/mL), y luego aumentado
los efectos de la temperatura en la concentracion de los flavonoides
totales mostraron una tendencia similar. La temperatura en la actividad
antioxidante no fue significativa. Los resultados del analisis ANOVA de
los efectos de la temperatura sobre los fenoles totales mostraron p
valores de 0,0001.

4.4.3. Efectos de la relacion de sé6lidos a solventes en fenoles

totales, flavonoides totales actividad antioxidante

El efecto de la relacion Masa muestra: Masa solvente en la extraccion
de compuestos fendlicos totales fue significativo (p<0,05) sobre la
concentracion de fenoles totales y flavonoides totales, que se confirmo
mediante el ANOVA. Tabla 15,20.

La influencia del porcentaje de la relacion Masa muestra: Masa solvente
(9:9) en la concentracién de extraccion de fenoles totales fue investigado
en un rango de concentracion de etanol de 70 — 96 % v/v con un tamafio
de particula (N° malla) 13 - 40. En la figura 11 muestra el valor de la
concentracion de los fenoles totales extraidos donde aumentd la
temperaturas a 60 °C con disminucibn de carga solidos

aproximadamente 1:15 (g:g). Rakotondramasy-Rabesiaka et al. (2007)
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también informaron que el aumento de la carga solida reduce el
porcentaje de recuperacion del etanol. Dado que inicialmente el solvente
esta libre de cualquier soluto, las moléculas de los fenoles experimentan
una gran fuerza impulsora para que se disuelve en el solvente, pero en
las etapas posteriores, la diferencia de concentracion disminuye
afectando la velocidad de la disoluciény, por lo tanto, la liberacion de los
fenoles totales es bastante rapido inicialmente, y luego se ralentiza
antes de alcanzar el equilibrio. El extraido la concentracion de equilibrio
de los fenoles totales cuando se compara con la cantidad maxima de
fenoles presente en la muestra seca presenta una disminucion a
mayores cargas. A mayores cargas solidas, la naturaleza de la
suspensién también es diferente a la de la menor carga de sélidos
debido a la velocidad critica de la suspension aumenta con el aumento

de la carga soélida.

Por lo tanto, las condiciones Optimas de extraccion de los fenoles
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante fueron los siguientes:
tamafio particula (N°malla) a 13, temperatura de extraccion a 58,24 °C,
relacibn masa muestra: masa solvente de 1:15, y concentracion etanol
96 %v/v. Como resultado, 1978,93 ugeAG/mL fenoles totales, 31998,78
MgEC /mL, flavonoides totales y actividad antioxidante 121,43 %
inhibicion.

4.4.4. Efectos del tamafio de particula en fenoles totales,

flavonoides totales actividad antioxidante

El tamafio de particula en combinacion con la concentracion del etanol
tendria  un efecto significativo (p<0,05) en la extraccion de los
antioxidantes. Con un tamafio de particula reducido, la actividad
antioxidante esperado aument6 a 140 el porcentaje de inhibicién. Segun
Taralkar, S. et al. (2016), las particulas mas pequefias tienen una
trayectoria difusional mas corta y mas alta superficie especifica, ambos
factores ayudan a aumentar la recuperacion del soluto. La particula de
mayor tamafio, por el contrario, muestra un aumento en la concentracion

del etanol.
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CONCLUSIONES

En la investigacién se utilizd la metodologia de superficie de respuesta
(MSR) con el objetivo de optimizar el proceso de extraccion de compuestos
antioxidantes presentes en el exiracto de hojas de Anona (Annona X
atemoya Mabb.). A partir de los resultados se han obtenido las siguientes

conclusiones:

w Las condiciones operativas Optimas de extracion fueron las siguientes:
Tamafio particula 13 (N° malla), temperatura de extraccion 58,24 (°C),
relacibn masa muestra: masa solvente 1:15 (g:g) y concentracion etanol
96 (%v/v) en la determinacion del contenido de compuestos fendlicos
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante en las hojas de
Anona (Annona x atemoya Mabb.) empleando la extraccion discontinua

sélido - liquido.

= En la evaluacion de los parametros de operacion: tamafio particula
(N°malla), temperatura de extraccion (°C), relacion masa muestra: masa
solvente (g:g) y concentracién etanol (%), El efecto del tamafio de
particula reducido aproximadamente 40 (N° malla), la actividad
antioxidante esperado aumenté a 140 el porcentaje de inhibicion; La
concentracion de fenoles totales aumenté con el aumento de la
temperatura antes de llegar a 60 ° C con un valor de (2200 mgEAG/mL),
Como la temperatura afecta la estabilidad de los polifenoles, los valores
mas de 60°C no se seleccionaron como temperatura de extraccion; la
concentraciéon de los fenoles totales extraidos donde aument6 la
temperaturas a 60 °C con disminucion de carga solidos
aproximadamente 1:15 (g:g); La concentracion de los fenoles totales,
flavonoides totales y actividad antioxidante se maximizd cuando se usé
la concentracion de etanol al 70%vl/v, cabe precisar que el etanol es un
disolvente de menor polaridad que el agua, la polaridad del etanol se

incrementé con la adicion de agua.

@ En la evaluacion de las condiciones operativas del proceso discontinuo

de extraccion solido - liquido: tamafo particula (N°malla), temperatura de
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extraccion (°C), relacibn masa muestra: masa solvente (g:g) VY
concentraciéon etanol (%v/v), se maximizd los componentes antioxidantes
en donde se obtuvo mayor extraccion de compuestos fendlicos totales
de 1978,93 pugeEAG/mL, flavonoides totales de 31998,78 pugeEC/mL vy
actividad antioxidante 121,43 % inhibicion a partir del extracto de las

hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.).

En este estudio, se logro el proceso de optimizacion de los antioxidantes
donde fueron analizados en el software Design-Expert® Version 11,
asimismo con la alta correlacion obtenida indica que el modelo
polinomial cuadratico fue adecuado para la optimizacion de la
temperatura de extraccidon, relacibn masa muestra: masa solvente,
tamafio particula y la concentracion etanol en la extracciéon de los
antioxidantes del extracto de las hojas de Anona. El modelo mateméatico

gue describe el proceso de optimizacion son los siguientes:

Ecuacion 1. Ecuacion del modelo correspondiente de compuestos

fendlicos totales

Fenoles totales =1356,99 +40, 05T, +237,32T, —243,65R —109,12C_ +23,09T, *R +27,23T, *C,
—80,53T, *R +104,97T, *C, +84,56R*C, +140,92T2 +134,1R?
Ecuacion 2. Ecuacion del modelo correspondiente de compuestos

flavonoides totales

Flavonoides totales =10595,7 + 62, 75T, +1329, 41T, —3389,3R +6907,34C_ —318,03T, * T,
+1154, 78T, *R —1985,51T. *R —883,61R*C_ +1165,39T —623,19T7 +3238,84R” + 4301,02C;
Ecuacion 3. Ecuacién del modelo correspondiente actividad

antioxidante.

Actividad antioxidante = 71,28+1,95T, +0,356T. +8,84R +3,89C, —5,182T, *C, +5,53T. *R
—4,26T_*C_ —9,81R*C, +31,81T2 -10,1T7 +11,32R? +15,1C?
Donde:

Te: Temperatura de extraccion

T, : Tamafio particula
R : Relacion Masa muestra: Masa solvente

CE: Concentracién etanol
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SUGERENCIAS

Las siguientes sugerencias para futuras investigaciones siguiendo la linea

del proyecto de investigacion.

L Para una mejor determinacion de los compuestos fendlicos en el
extracto, se sugiere determinar por cromatogréafia liquida, que faciliten

la cuantificacion de los compuestos presentes en los extractos
evaluados.
& En base de la revision bibliografica y los resultados reportados en este

estudio, se recomienda realizar estudios cinéticos de degradacion de
los antioxidantes de las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.).
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Anexo 1. Cuantificacion de los fenoles totales en el extracto de las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.)

CONCENTRACION CONTENIDO DE

. EXTRACTO FENOLICOS ~ VOLUMEN DE EXTRACTO CONCENTRADO A
Corridas Repeticiones (7§§nsm) ProA”;‘;d'o CONCUE;TE'ZQC'ON DILUDO (1:9)ug DEL EXTRACTO  DIFERENTES CONCENTRACIONES PARA
EAGML del  CONCENTRADO DPPH
extracto ug EAG/mL

1 0.936 30ug/mL 60ug/mL 120ug/mL 240ug/mL

1 2 0.868  0.890 94.94 189.9 1898.8
: o 0.2 0.3 0.6 13
1 0.674

2 2 0.682  0.686 72.09 144.2 1441.9 0.2 0.4 0.8 17
3 0.703
1 0.897

3 2 0.887  0.898 95.88 191.8 1917.5 0.2 0.3 0.6 13
3 0.91
1 0.738

4 2 0.749  0.749 79.10 158.2 1581.9 0.2 0.4 0.8 15
3 0.759
1 1.057

5 2 1.036  1.059 113.93 227.9 2278.6 0.1 0.3 0.5 11
3 1.083
1 0.989

6 2 0973  0.981 105.16 210.3 2103.3 0.1 0.3 0.6 11
3 0.98
1 0.942

7 2 0944  0.942 100.78 201.6 2015.7 0.1 03 0.6 1.2
3 0.939
1 0.516

8 2 0531  0.523 53.74 107.5 1074.8 0.3 0.6 11 2.2
3 0.522




...Continla Anexo 1.

10

11

12

13

14

15

W NFE, WNEFE WNEFEPE WNPEPWNEPEWNEREWNPRE

0,518
0,493
0,546
0,571
0,526
0,56

0,668
0,698
0,696
0,634
0,688
0,68

0,636
0,682
0,66

0,774
0,797
0,79

0,845
0,976
0,883

0,519

0,552

0,687

0,667

0,659

0,787

0,901

53,29

57,04

72,21

69,96

69,06

83,40

96,25

106,6

114,1

144,4

139,9

138,1

166,8

192,5

1065,8

1140,7

1444,1

1399,2

1381,2

1668,1

1925,0

0,3

0,3

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,6

0,5

0,4

0,4

0,4

0,4

0,3

1,1

1,1

0,8

0,9

0,9

0,7

0,6

2,3

2,1

1,7

1,7

1,7

1,4

1,2
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16

17

18

19

20

21

W NEFE WNEFE WONEFEPE WONEFE WONERE WNPR

0,609
0,641
0,654
0,592
0,605
0,593
0,596
0,598
0,585
0,687
0,677
0,676
0,975
0,963
0,976
0,918
0,925
0,917

0,635

0,597

0,593

0,680

0,971

0,920

66,29

62,02

61,61

71,38

104,12

98,35

132,6

124,0

123,2

142,8

208,2

196,7

1325,8

1240,4

1232,1

1427,6

2082,3

1967,0

0,2

0,2

0,2

0,2

0,1

0,2

0,5

0,5

0,5

0,4

0,3

0,3

0,9

1,0

1,0

0,8

0,6

0,6

1,8

1,9

1,9

1,7

1,2

1,2

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Anexo 2. Lectura de las absorbancias de los flavonoides totales

TRATAMIENTO REPETICIONES ABS (nm) PRO::EDIO TRANS(%) TRATAMIENTO REPETICIONES ABS (nm) PROA“QEDIO TRANS(%)
1 0,508 31,1 1 0,539 28,9
1 2 0,497 0,500 31,8 8 2 0,514 0,517 30,6
3 0,494 32,1 3 0,499 31,7
1 0,375 42,1 1 0,492 32,2
2 2 0,367 0,370 43 9 2 0,484 0,484 32,8
3 0,369 42,7 3 0,475 33,5
1 0,27 53,8 1 0,253 55,8
3 2 0,265 0,266 54,4 10 2 0,25 0,251 56,2
3 0,264 54,4 3 0,25 56,2
1 0,213 61,2 1 0,227 59,3
4 2 0,211 0,212 61,5 11 2 0,226 0,226 59,4
3 0,211 61,5 3 0,226 59,4
1 0,372 42,5 1 0,217 60,7
5 2 0,372 0,372 42,4 12 2 0,215 0,216 60,9
3 0,371 42,5 3 0,215 60,9
1 0,686 20,6 1 0,203 62,7
6 2 0,677 0,674 21 13 2 0,202 0,203 62,8
3 0,658 22 3 0,204 62,5
1 0,847 14,2 1 0,263 54,5
7 2 0,821 0,814 15,1 14 2 0,264 0,263 54,5
3 0,775 16,8 3 0,262 54,7
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...Continla Anexo 2.

PROMEDIO

TRATAMIENTO REPETICIONES ABS(nm) "™ o ™" TRANS(%)
1 0,274 53,2
15 2 0,272 0,272 53,4
3 0,271 53,6
1 0,578 26,4
16 2 0,546 0,557 28,5
3 0,548 28,3
1 0,552 28
17 2 0,542 0,541 28,7
3 0,53 29,5
1 0,455 35,1
18 2 0,447 0,448 35,7
3 0,441 36,2
1 0,272 53,4
19 2 0,274 0,273 53,2
3 0,272 53,4
1 0,368 42,8
20 2 0,364 0,365 43,3
3 0,362 43,4
1 0,356 44,1
21 2 0,354 0,355 44,3
3 0,354 44,3

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Anexo 3. Contenido de fenoles totales en el extracto de hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.)

CONCENTRACION CONCENTRACION
EXTRACTO CONTENIDODE EXTRACTO CONTENIDO DE

PROMEDIO  CONCENTRACION ) jino (1:9)ug  FENOLICOS  CORRIDAS ~ 'ROMEDIO  CONCENTRACION p\ \yipo(1:9)ug  FENOLICOS DEL

CORRIDAS

ABS(nm) ug EAG EAG/ImL del  DEL EXTRACTO ABS(nm)  ugEAG EAG/mL del EXTRACTO
extracto CONCENTRADO extracto CONCENTRADO ug

ug EAG/mL EAG/mL

1 0,500 1144,92 2289,8 22898,3 8 0,517 1189,08 2378,2 23781,7

2 0,370 821,58 1643,2 16431,7 9 0,484 1104,92 2209,8 22098,3

3 0,266 561,58 11232 112317 10 0,251 523,25 1046,5 10465,0
4 0,212 424,92 849,8 8498,3 11 0,226 461,58 923,2 9231,7
5 0,372 824,92 1649,8 164983 12 0.216 434,92 869,8 8698,3
6 0,674 1579,92 31598  31598,3 13 0,203 403,25 806,5 8065,0

7 0,814 1931,58 3863,2 386317 14 0,263 553,25 1153,2 11065,0
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...Continda Anexo 3.

CONCENTRACION CONTENIDO DE

PROMEDIO CONCENTRACION _ EXTRACTO  FENOLICOS DEL

CORRIDAS DILUIDO (1:9)ug  EXTRACTO
e ug EAG EAGImL del  CONCENTRADO

extracto ug EAG/mL

15 0,272 576,58 1153,2 11531,7

16 0,557 1289,08 2578,2 25781,7
17 0,541 1249,08 2498,2 24981,7

18 0,448 1014,92 2029,8 20298,3

19 0,273 577,42 1154,8 11548,3
20 0,365 807,42 1614,8 16148,3
21 0,355 782,42 1564,8 15648,3

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Anexo 4. Concentraciones crecientes (30, 60, 120y 240 ug /mL)

IC50 pg/mL
- 30 60 120 240 % inhibicion
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL

1 25,89 37,8 70,72 89,92 104,28
2 25,12 30,53 54,53 90,76 117,54
3 35,45 582 7432 93,78 83,19
4 27,3 31,61 6699 98,52 102,97
5 35,69 6588 74,33 90,28 80,01
6 12,24 47,42 79,93 96,6 96,75
7 12,66 3822 61,13 92,07 114,07
8 13,04 31,53 53,36 88,63 124,68
9 21,93 33,58 60,63 78,12 125,78
10 14,4 35,74 64,73 90,28 113,84
11 24,12 32,18 49,89 83,25 127,69
12 22,59 33,98 4854 83,35 128,24
13 24,93 3496 53,32 89,9 116,93
14 23,36 27,4 62,22 94,21 112,38
15 32,38 57 80,07 95,96 81,56
16 23,44 3561 51,31 86,52 121,77
17 14,81 3595 57,72 79,85 127,8
18 14,21 34,85 62,39 87,24 118,27
19 42,45 50,85 81,94 89,92 80,15
20 16,06 5517 77,64 933 94,12
21 35,25 53,45 7886 97,92 79,26

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Anexo 5. Resultados de la optimizacién numérica y deseabilidad.

N° Tamafo Temperat Relaci Concentracié Fenoles Flavonoi Actividad Desirability
Particula urade on n Etanol Totales des Antioxidante
extraccio Mm:Ms
n
1 13,000 58,236 15,000 96,000 1978,925 31998,781 121,427 0,802
2 13,007 59,585 15,000 96,000 2042,410 32105,318 118,864 0,801
3 13,000 56,611 15,000 96,000 1905,758 31869,344 124,257 0,800
4 13,025 57,947 15,021 96,000 1963,636 31924,224 121,747 0,800
5 13,021 56,500 15,000 96,000 1900,963 31858977 124,339 0,799
6 13,000 56,236 15,000 95,995 1889,438 31833,431 124,858 0,799
7 13,000 55,079 15,011 96,000 1839,017 31722,240 126,668 0,795
8 13,107 58,146 15,060 96,000 1969,141 31840,822 120,839 0,794
9 13,000 54,230 15,000 95,999 1805,053 31678,726 127,974 0,791
10 13,000 57,417 15,000 95,458 1946,270 31307,532 121,012 0,783
11 13,000 53,618 15,000 95,829 1782,285 31432,692 128,240 0,783
12 13,556 58,388 15,000 96,000 1987,640 31960,803 118,449 0,782
13 13,376 55,646 15,177 96,000 1848,032 31342,202 123,305 0,771
14 40,000 56,132 15,000 96,000 1967,341 29421,048 118,568 0,751
15 39,998 57,428 15,000 96,000 2024,538 29524,488 116,378 0,750
16 40,000 54,507 15,000 96,000 1898,852 29292,151 121,004 0,749
17 40,000 58,539 15,000 96,000 2075,410 29612,398 114,397 0,747
18 13,002 50,779 15,000 95,994 1672,916 31398,654 132,434 0,744
19 40,000 59,302 15,000 96,000 2111,340 29673,278 112,965 0,744
20 13,000 57,092 15,006 94,275 1941,585 29943,898 117,637 0,743
21 39,743 56,231 15,000 95,974 1971,078 29421,634 117,201 0,742
22 13,206 50,622 15,000 96,000 1667,848 31375,239 131,636 0,742
23 40,000 59,785 15,000 96,000 2134,468 29711,618 112,033 0,741
24 39,920 51,672 15,000 96,000 1787,722 29074,014 124,576 0,737
25 40,000 55,669 15,224 96,000 1925,848 28968,803 118,452 0,735
26 40,000 55,323 15,001 95,372 1938,841 28630,412 118,159 0,732
27 40,000 59,996 15,000 95,761 2146,401 29450,571 110,991 0,732
28 13,000 50,325 15,000 94,661 1673,466 29846,336 128,243 0,728
29 13,000 56,509 16,072 96,000 1802,079 29456,664 120,793 0,721
30 40,000 52,863 15,428 96,000 1793,720 28380,193 121,717 0,713
31 39,826 47,792 15,000 96,000 1653,444 28774,048 128,240 0,710
32 38,372 52,038 15,000 96,000 1796,683 29241,239 117,657 0,696
33 40,000 46,620 15,000 96,000 1617,499 28664,646 129,982 0,695
34 13,000 60,000 16,662 96,000 1907,762 28533,033 113,323 0,687
35 40,000 45,680 15,000 96,000 1589,679 28590,245 130,670 0,683
36 38,311 59,965 15,000 96,000 2138,043 29876,766 104,623 0,674
37 14,936 45,247 15,041 95,981 1497,435 30676,085 128,242 0,663
38 40,000 56,363 16,622 96,000 1832,294 26723,342 113,079 0,647
39 40,000 60,000 25,000 96,000 1670,016 23624,316 120,711 0,615
40 40,000 59,993 25,000 95,824 1668,616 23449,183 120,522 0,611
41 39,894 60,000 24,976 96,000 1669,521 23508,163 120,107 0,611
42 39,999 59,998 24,829 96,000 1668,886 23514,686 119,788 0,608
43 40,000 59,567 24,852 96,000 1652,648 23494,743 120,445 0,606
44 40,000 60,000 25,000 95,156 1664,513 22797,367 119,813 0,598
45 39,377 60,000 25,000 96,000 1668,110 23564,612 117,992 0,598
46 40,000 59,469 24,572 96,000 1647,698 23322,825 119,124 0,595
47 40,000 58,114 24,719 95,956 1598,236 23254,905 121,376 0,591
48 39,817 59,999 24,489 96,000 1667,221 23304,422 117,237 0,590
49 39,686 60,000 24,575 96,000 1667,013 23339,194 117,091 0,589
50 13,000 60,000 25,000 96,000 1587,539 21038,168 127,188 0,588
51 13,005 50,846 25,000 95,999 1581,702 21025,690 127,350 0,586
52 38,898 60,000 25,000 95,984 1666,531 23503,069 115,977 0,584
53 39,861 55,578 17,834 96,000 1710,775 25072,875 111,295 0,584
54 40,000 55,826 24,986 96,000 1522,739 23283,143 125,017 0,582
55 13,001 59,991 24,763 96,000 1585,812 21006,669 125,931 0,581
56 13,366 60,000 25,000 96,000 1588,654 21073,230 125,398 0,580
57 13,000 59,943 24,704 96,000 1583,737 20997,412 125,688 0,579
58 13,596 59,998 25,000 95,999 1589,274 21094,242 124,297 0,575
59 13,000 60,000 24,544 96,000 1585,417 20991,489 124,801 0,575
60 39,914 60,000 23,950 96,000 1668,292 23065,154 115,116 0,574
61 39,977 60,000 23,862 96,000 1668,894 23036,427 115,005 0,574
62 13,000 60,000 24,418 96,000 1585,240 20987,735 124,173 0572
63 13,792 60,000 24,982 96,000 1589,835 21111,014 123,278 0,570
64 13,039 59,511 15,000 89,295 2089,123 25217,822 99,703 0,568
65 38,414 59,999 24,899 96,000 1664,479 23410,033 113,512 0,567
66 13,000 60,000 19,690 96,000 1703,691 23769,428 111,076 0,566
67 40,000 60,000 25,000 93,315 1652,487 21094,963 118,295 0,564
68 13,000 60,000 23,816 95,996 1586,738 21022,838 121,376 0,559
69 40,000 60,000 23,369 95,881 1672,409 22764,789 112,882 0,558
70 13,000 59,989 23,718 96,000 1586,948 21040,780 120,975 0,557
71 13,000 36,385 15,000 92,789 1361,525 26733,831 127,888 0,555
72 40,000 58,479 18,974 96,000 1759,463 24140,304 106,832 0,554
73 40,000 59,970 23,269 95,656 1671,424 22509,765 112,222 0,551
74 13,000 60,000 23,159 95,999 1592,926 21173,335 118,709 0,549
75 13,000 53,570 15,000 87,170 1873,623 22960,026 104,221 0,546
76 40,000 57,466 19,495 96,000 1689,575 23640,272 108,366 0,542

77 14,894 58,579 25,000 95,994 1540,542 21100,353 120,090 0,538



... Contina Anexo 5.

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

37,155
40,000
13,000
13,000
13,000
40,000
14,802
13,815
13,000
40,000
40,000
40,000
13,000
39,997
39,762
40,000
40,000
34,573
40,000
39,999
13,001
13,000
13,000

59,267
60,000
33,542
33271
60,000
49,963
55,238
53,953
31,983
55,173
53,904
58,175
60,000
59,952
60,000
56,832
44,441
52,145
59,762
50,996
50,000
48,696
49,764

25,000
21,410
15,000
15,000
22,380
25,000
25,000
25,000
15,000
15,003
15,000
15,000
25,000
15,000
25,000
15,001
24,963
25,000
25,000
25,000
15,000
15,000
15,000

96,000
96,000
93,122
92,524
95,143
96,000
96,000
95,568
90,202
70,000
70,000
70,495
89,848
70,000
83,555
72,377
96,000
95,878
80,178
79,059
70,000
70,000
70,139

1633,759
1714,803
1318,345
1328,603
1603,856
1356,374
1427,102
1383,249
1369,362
2183,134
2149,590
2268,338
1547,408
2330,830
1588,116
2209,709
1241,523
1396,029
1559,884
1550,392
1976,615
1951,008
1970,012

23293,544
22892,914
26854,160
26214,912
20613,354
22826,568
20832,288
20208,393
23854,601
13123,329
13026,348
13411,465
15687,427
13507,292
14410,657
13570,435
22363,638
22358,489
13034,012
12700,006
15126,216
15022,662
15119,316

110,283
107,022
128,079
125,881
114,113
128,607
123,702
128,240
117,666
108,846
110,007
104,580
118,652
103,164
119,214
103,041
128,946
108,349
125,236
127,004
98,419

99,009

98,406

0,536
0531
0531
0522
0520
0515
0,507
0498
0,485
0,462
0,462
0453
0,451
0,446
0,440
0439
0,437
0434
0423
0,420
0,407
0,406
0,405

105

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad ddd Perd, DECANA DE AMERICA
MUSEQO DE HISTORIA NATURAL

"afo del Buen Serviclo al Ciudadano®™
CONSTANCIA N°104-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTCRIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEIA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (fnsos), recibida de Roxana Lizzeth LOBOS QUISPE, ha sido
estudiada y dasificada como: Annona x atemoya Mabb.; y tiene la siguiente posicidn
taxendmics, seqdn el Sisterna de Clasificacion de Cranquist (1931}):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: MAGNOLIIDAE

ORDEN: MAGNOLIALES
FAMILIA: ANNONACEAE

GENERO: Annona
ESPECIE: Annona x atemoya Mabb. [= A. cherimolia X A. squamosa)

rombre vulgar: annana
Determinado por: Mg. Asuncién A. Caro Echevarria

Se extiende la presente constancia a sobcitud de 1a parte imeresads, para fines de
estudios.

Fecha, 9 de junlo de 2017
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MagASUNCION TANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN r-mlb‘tqos (usM)
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Anexo 6. Constancia de reconocimiento taxonémico de las hojas de Anona.

Fuente: Museo de Historia Natural (2017)
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Anexo 7. a). Hojas Anona recolectadas; b). Hojas de Anona secas

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Anexo 8. a). Muestras de hojas de Anona sellando al vacio; b). Muestras

secas; ¢). Tamizado de la muestra.

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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Anexo 9. Extraccion del extracto de las hojas de Anona

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Anexo 10. Centrifugacién refrigerada del extracto de las hojas de Anona

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Anexo 11. Concentrado del extracto de las hojas de Anona

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Anexo 12. Analisis de fenoles totales del extracto de las hojas de Anona

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Anexo 13. Analisis de flavonoides totales del extracto de las hojas de

Anona

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Anexo 14. Analisis de antioxidante del extracto de las hojas de Anona

Fuente: Elaboracion propia (2017)



