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RESUMEN
Los encinos, género Quercus, son una fuente de antioxidantes como son los compuestos fenélicos
(CF). Q. crassifolia se caracteriza por su alto contenido de CF. Por ello en el presente trabajo se
realizo la extraccion de CF de la corteza de Q. crassifolia por medio de dos métodos: de extraccion
clasico por maceracion y uno innovador por asistencia de ultrasonido. El objetivo general fue
comparar los dos métodos, condiciones de extraccion y la preservacion de la capacidad
antioxidante de los CF,. Las muestras fueron analizadas utilizando un Disefio de Superficie de
Respuesta (DSR), para encontrar el punto optimo de: a) porcentaje de rendimiento (%R), b)
porcentaje de actividad antioxidante (%AA) e inhibicion de radicales ABTS (%inh), ¢) compuestos
fendlicos totales, y d) flavonoides totales. Bajo las condiciones sugeridas por el DSR, los
resultados obtenidos fueron: a) lo prospectado por el DSR fue de 3.8% y se logré recuperar
4.23+0.19 %R a un tiempo de 20h y 39 °C para maceracion; en cuanto a la extraccion asistida por
ultrasonido se obtuvo un 5.1 de %R a 40 °C por 5 min de tratamiento, lo cual sugiere una
optimizacion en el % de rendimiento obtenido. b) Lo prospectado por el DSR fue de 82.39% y se
logré un 90.91 %AA por inhibicion de DPPH a 39 °C por 20h de maceracién, para la extraccién
por ultrasonido se tuvo un 92.99 de %AA. El resultado de ABTS para maceracion fue de 63.62
%inh y para el tratamiento de ultrasonido de 79.32 % inh, por lo que también se logré una
optimizacion en el % de inhibicion del radical ABTS. c¢) Lo prospectado por el DSR para la
recuperacion de CF fue de 2200.9 mgEAG/g y los resultados para el tratamiento de maceracion
fue de 3331.88 mgEAG/g a 46 °C y un tiempo de 20h, en cuanto al tratamiento de extraccion por
ultrasonido se obtuvo 1948.2 mg EAG/g a 20 °C y un tiempo de 5 min, no se logrd superar el
prospecto de recuperacion de CF ni el resultado obtenido por maceracion, sin embargo, el tiempo

de extraccidon ofrecié una optimizacion. d) El prospecto indicado por el DSR para la obtencion de
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flavonoides totales fue de 162.5mgEQ/qg, para maceracion se obtuvo un total de 124.10 mgEQ/g,
a 46 °C y un tiempo de 20h, no se superd lo prospectado por DSR, en cuanto a la extraccién asistida
por ultrasonido se obtuvo 124.04+2.2mgEAG/g a una temperatura de 40 °C y un tiempo de 10min,
se obtuvo la misma cantidad que por maceracién. Se observé que 20h es el tiempo constante en la
mejor obtencidn de las variables respuestas para maceracion en combinacion de 39 °C (%R, %AA
y % inh) y 46 °C (fenoles totales y flavonoides totales). En cuanto a la extraccion por ultrasonido
se observd que la mejor combinacion de variables fue de 20 °C en combinacidn con 5min (%AA
y fenoles totales) y 10min (%inh de ABTS), y 40 °C en combinacién con 5min (%R) y 10min
(flavonoides totales). Se concluye que los resultados obtenidos por la extraccion de ultrasonido

superan a los obtenidos por maceracion, en cuanto a rendimiento y tiempo de extraccion.

Palabras clave: Compuestos fendlicos, Quercus, ultrasonido, encino



ABSTRACT
Oaks (Quercus) are a source of antioxidants such as phenolic compounds (PC). Q. crassifolia is
characterized by its high content of PC. Due to that, in the present work, the extraction of PC from
the bark of Q. crassifolia was carried out using two methods: the classical maceration extraction
and an innovative method by ultrasound assistance. The general objective was to compare
methods, extraction conditions and preservation of antioxidant capacity of the PC by both
techniques. The samples were analyzed using a Response Surface Design (RSD), to find the
optimal point of: a) percentage of yield (% R), b) percentage of antioxidant activity (% AA) and
inhibition of radicals ABTS (% inh ), c) total phenolic compounds, and d) total flavonoids. Under
the conditions suggested by the RSD, the results obtained were: a) the prospected by the RSD was
3.8% and it was possible to recover 4.23 + 0.19% R at a time of 20h and 39 °C for maceration;
Regarding the extraction assisted by ultrasound, a 5.1% R was obtained at 40 °C for 5 min of
treatment, which suggests an optimization in the % yield obtained. b) The prospected by the RSD
was 82.39% and a 90.91 % AA was achieved by inhibition of DPPH at 39 °C for 20h of maceration,
for the extraction by ultrasound there was a 92.99% AA. The ABTS result for maceration was
63.62% inh and for the ultrasound treatment it was 79.32% inh, so it can also be indicated that an
optimization was achieved in the % inhibition of the radical ABTS. c¢) The prospected by the RSD
for the recovery of CF was 2200.9 mgEAG/g and the results for the maceration technique was
3331.88 mgEAG/g at 46 °C and a time of 20h, regarding the ultrasound extraction method was
obtained 1948.2 mg EAG/g at 20 °C and a time of 5 min, it was not possible to exceed the PC
recovery prospect or the result obtained by maceration, however the extraction time offered an
optimization. d) The leaflet indicated by the RSD for obtaining total flavonoids was 162.5mgEQ/g,

for maceration a total of 124.10 mgEQ/g was obtained, at 46 °C and a time of 20h, the prospects
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for RSD were not exceeded. Regarding the extraction assisted by ultrasound, 124.04 + 2.2mg
EAG/g was obtained at a temperature of 40 °C and a time of 10 min, the same amount was obtained
as by maceration. It was observed that 20h is the constant time in the best obtaining of the response
variables for maceration in a combination of 39 °C (% R,% AA and% inh) and 46 °C (total phenols
and total flavonoids). Regarding the extraction by ultrasound, it was observed that the best
combination of variables was 20 °C in combination with 5min (% AA and total phenols) and 10min
(% inh of ABTS), and 40 °C in combination with 5min (% R) and 10 min (total flavonoids). The
obtained results evidence that the ultrasound method overcome the maceration in terms of

efficiency and time of extraction.

Keywords: phenolic compounds, Quercus, ultrasound .



1. INTRODUCCION

Los encinos son arboles pertenecientes al género Quercus L., se encuentran ampliamente
distribuidos por el territorio mexicano. Uno de los estados con abundantes plantaciones de
encinos es Michoacén; de las 30 especies registradas en el estado se eligid estudiaré una especie
en particular, Quercus crassifolia Humb. & Bonpl. Esta especie del género Quercus se ha
catalogado como una fuente rica en compuestos fendlicos (CF).

Los principales grupos de CF son: acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, taninos y flavonoides.
Los CF son importantes antioxidantes naturales por su capacidad para secuestrar radicales
libres y quelar indirectamente iones metalicos considerados prooxidantes; permiten que el
consumo de estos compuestos a dosis indicadas retarde el envejecimiento y prevenga
enfermedades relacionadas al estrés oxidativo.

Existen diferentes formas de extraer los CF, que varian de acuerdo con el método, condiciones
de extraccion y materia prima utilizada, donde basicamente se busca que se tenga un alto
rendimiento y conservando las propiedades como antioxidantes. Los métodos mas
comunmente utilizados también Ilamados clasicos o convencionales son la maceracion,
extraccion por Soxhlet o la hidrodestilacion, pero ademas se han presentado nuevas alternativas
de extraccion, los llamados métodos no convencionales para evitar el uso excesivo de
solventes, disminuir el tiempo de proceso, aumentar la presion en la extraccion y tener un
mayor control en la temperatura; ejemplos de estos son la extraccion asistida por ultrasonido,
por microondas, por campos pulsados o la extraccién por medio de enzimas. Dada la gran
variedad de las técnicas que pueden ser aplicadas para la extraccion de los bioactivos de las
plantas, que para los fines de esta investigacion son los CF, realizaremos la comparacién de un

método claasico o convencional como es la maceracion y un método moderno o no
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convencional como es el ultrasonido, buscando que este ultimo iguale o supere las
caracteristicas de los CF obtenidos por la maceracion primordialmente la capacidad

antioxidante, la cual es caracteristica de estos bioactivos.

2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Quercus spp.

A nivel mundial, los encinos del género Quercus pertenecientes a la familia Fagaceae se
desarrollan ampliamente en los bosques templados, regiones tropicales y subtropicales del
hemisferio norte e incluso algunas especies habitan en climas méas secos, en el norte de Asia y
nororiente de Africa (Valencia, 2004). Se han reconocido dos centros principales de diversidad
para el género Quercus, el principal localizado en el sureste de Asia y el segundo en importancia
en México. En México se reportan alrededor de 161 especies (Valencia, 2004). Se distribuyen
normalmente en lugares templados y frios, con excepcién de los estados de Yucatan, Quintana
Roo y Campeche (Arambula-Salazar y col. 2010). En Michoacéan, el area principal de encinos se
registra en las grandes sierras, especialmente en aquellas conocidas como bosques de pino-encino
y de encino, en donde se han identificado 30 especies (Arizaga y col., 2009).

En Meéxico se desarrollan tres variantes de este género, Erythrobalanus, Lobatae y
Protobalanus (Arizagay col., 2009). Se han identificado cinco categorias de uso (Luna-José y col.,
2003): (1) medicinal, que se relaciona principalmente, aunque no limitativo, con problemas del
aparato digestivo; (2) alimenticio, que comprende la elaboracién y consumo de alimento fresco o
procesado; (3) artesanal, para la elaboracion de articulos como rosarios o juguetes; (4) forraje,
principalmente para la alimentacion de ganado porcino y caprino; (5) taninos y colorantes, para

curtir piel, como mordiente y para tefiir hilo.
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2.2 Compuestos bioactivos

Desde la antigiedad la humanidad ha utilizado las plantas para fines alimenticios y
posteriormente descubrid el uso medicinal de las mismas (Azmir y col.,, 2013). EXisten registros en
papiros egipcios con recetas medicinales, asi como escritos de los griegos tales como Hipdcrates,
Teofrasto, Celso o los romanos como Herddoto quien describié el uso de Leonurus cardiaca
(Pulsen y col., 2010). Sin embargo, las personas de aquellas épocas no sabian que el poder de las
plantas radicaba en las moléculas bioctivas. Mas adelante, se hizo referencia a la fitoquimica, quien
se encarga de estudiar los componentes quimicos de las plantas (Flores-Morales y col., 2014). Por
lo que, ahora se conoce que los compuestos bioactivos son compuestos secundarios producidos
por plantas que tienen efectos farmacoldgicos o toxicoldgicos en el hombre y los animales
dependiendo de la naturaleza y la dosis administrada, los nutrientes de las plantas generalmente
no se incluyen entre los metabolitos secundarios (Bernhoft y col., 2010).

Los metabolitos secundarios de las plantas tienen peso molecular bajo, y generalmente protegen
a los vegetales contra plagas, bacterias, estrés ambiental, radiacion UV u otros factores (Andrade-
Andrade y col., 2018). De acuerdo con lo descrito por Bernhoft (2010) los metabolitos primarios
y secundarios se producen dentro de las plantas siguiendo diversas rutas biosintéticas y
metabolicas de compuestos asociados con el crecimiento de las plantas. En la Figura 1 se
esquematiza de forma resumida las rutas metabdlicas para la sintesis de los principales metabolitos

segundarios en plantas.
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Figura 1. Diagrama simplificado de las rutas biosintéticas de los tres principales compuestos
bioactivos de plantas. Tomado de Tiaz y Zeiger (2006).



2.3 Compuestos fendlicos

Entre los componentes fitoquimicos de importancia estan los compuestos fendlicos (CF), que
poseen accién antioxidante y pueden tener aplicaciones benéficas para la salud humana, como la
de utilizarse en el tratamiento y prevencién de cancer, asi como de enfermedades cardiovasculares
y otras de caracter inflamatorio (Porras-Loaiza y Lopez-Malo, 2009).

Los CF son uno de los fitoquimicos méas abundantes en el reino vegetal, provienen de dos rutas
biosintéticas, la del acido shikimico y la del acido mal6nico. Se conocen alrededor de 8,000
diferentes CF, pueden ser clasificados de acuerdo con su estructura quimica o su naturaleza
(Santhakumar y col., 2018). Una clasificacion bastante general es separarlos como flavonoides y no
flavonoides. Ademas, tienen dos formatos estructurales principales que les confieren solubilidad si

se encuentran unidos a azucares, estos son conocidos como glucésidos, o solo un compuesto y son

conocido como agliconas (Bravo y col 1998).

2.4 Flavonoides

Los flavonoides se caracterizan por tener en su estructura un difenil propano formado por dos
anillos de benceno unidos por un puente conformado por tres carbonos (C6-C3-C6). Los carbonos
de propano que conectan a los anillos del fenilo forman un anillo de pirano con uno de los anillos
de benceno que dan como resultado una estructura de 3 anillos formado por 15 carbonos
(Santhakumar y col., 2018). En la Figura 2 se muestra la estructura basica de los flavonoides
conformada por 3 anillos (A, B, C). Se presentan las estructuras de los principales flavonoides, en
la cual se observan los diferentes sustituyentes para R como pueden ser los grupos -OH, -H- o -
OCHs a los diversos flavonoides. Generalmente se combinan con azUcares para formar los
glucdsidos, la glucosa es el azucar la predominant, aunque también puede unirse con otros azucares
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como galactosa, ramnosa y xilosa, y pueden asi mismo reclasificarse de acuerdo con su grado de

oxidacion del anillo C, dando las principales clases de flavonoides que son: flavanoles, flavonas,

isoflavonas, flavan-3-oles, flavanonas y antocianidinas, segun lo descrito por Santhakumar y col.

(2018).
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Figura 2. principales estructuras de flavonoides.

2.5 No flavonoides

Los acidos fendlicos son los més representativos dentro de los no flavonoides, son un grupo de

compuestos que derivan de los acidos hidroxicinamicos y del acido benzoico, pueden tener uno o

mas sustituyentes -OH en su anillo aromatico. Los fenoles simples estan constituidos por un anillo

de C6 (timol, cresol y fenol), como se observa en la Figura 3A. Mientras otros no flavonoides estan

formados por C6-C1 (ac. galico, ac. vanilico y ac. siringico), aldehidos (vainillina), estructura C6-

C2 (ac. fenilacético y acetofenonas) Figura 3 B y Figura C. Ademas pueden estar formados por
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una estructura C6-C3, derivados fenilpropanoides (ac. hidroxicindmicos), tal como lo menciona

Santhakumar y col. (2018) asi como Bravo (1998).

2.6 Taninos

Los taninos son no flavonoides y se dividen en hidrolizables y no hidrolizables. Hay dos
subclases de taninos hidrolizables, los galotaninos y elagitaninos, la molécula del tanino esta
formado por un carbohidrato, generalmente, D-Glucosa, en donde sus grupos hidroxilo estéan, total
o parcialmente esterificados con un &cido fendlico (ac. galico o ac. eldgico). En los galotaninos el
ac. galico es el predominante. En los elagitaninos pueden existir diversas combinaciones de ac.

gélico y ac. hidroxicinamico con una glucosa (ac. elagico, ac. glucésidos) (Bernhoft, 2010).

an CO,H CH=CH-CO,H

R, R,

R4 RZ Rd RZ

R
3 R,
In B) In C)

i) R -H,R,, R, R -OH —> Gallic i) R, RR -H,R -OH —> o-coumaric
i) RI, R-H, R.-OH, R,-OCH, — Vanillic i) R], R.R-H, R,-OH —> m-coumaric
iii) R -H,R,-OH, R, R -OCH, —> Syringic iii) R, R R -H,R,-OH —> p-coumaric

v)

V)

RS-IL RJ-()H, R -OCH, —> Isorhamnetin  iv)
R, R, R -H, R.-OH —> p-hydroxybenzoic v)

vi)

R, R-H R, R-OH —> Caffeic
R, R-H, R -OCH,, R,-OH — Ferulic
R -H, R R -OCH,, R,-OH —> Sinnapic

Figura 3. Estructura de fenol Ay principales ac. fendlicos By C.
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2.7 Estilbenos

Son un grupo de fotoalexinas formado por una estructura de C6-C2-C6. El estilbeno més
representativo es el resveratrol (5-[(E)-2-(4-hidroxifenil)etenil] benceno-1, 3-diol), sus isomeros
son cis y trans (Santhakumar y col., 2018; Bernhoft, 2010).

Segun Valencia-Avilés y col. (2018), los encinos contienen grandes cantidades de CF. La
composicion quimica de la albura o xilema y corteza de especies de encinos mexicanas como Q.
laurina. y Q. crassifolia fue descrita, y ha permitido concluir que la concentracion de CF extraidos
de la corteza de estas especies fue mayor a cualquier concentracion del extracto de otra parte del
tronco. Cabe mencionar que la forma mas comun para obtener los principios activos de las plantas
es la extraccion y su finalidad es separar la materia soluble (fitoquimicos) de los tejidos vegetales

(materia no soluble) (Flores-Morales y col., 2014).

2.8 Métodos de extraccion de compuestos fendlicos

La extraccion es el primer paso realizado para el estudio de los compuestos de las plantas, segun
lo refiere Azmir y col. (2013). El éxito en la recuperacién de los compuestos bioactivos en los
extractos depende sin duda en el método de extraccion, las condiciones y propiedades de la matriz
(parte de la planta), asi como la concentracion del solvente, la presién, temperatura y tiempo. Los
métodos de extraccion a veces se denominan "técnicas de preparacion de muestras”. La mayoria
de las veces, esta parte del estudio es descuidada y realizada por personal de investigacion no
capacitado (Azmir y col., 2013), (Sasidharan y col., 2011).

Los compuestos bioactivos pueden ser extraidos de las plantas mediante diversas técnicas de
extraccion ya sean clasicas o modernas; las técnicas clasicas se basan en el poder de extraccion de

diferentes solventes y la aplicacion de calor y agitacion. Estas son: (1) Extraccion Soxhlet, (2)
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Maceracion e (3) Hidrodestilacion (Azmir y col., 2013). Algunos de los métodos modernos o no
convencionales mas prometedores son el (1) campo eléctrico pulsado, (2) extraccion asistida por
microondas, (3) extraccion asistida por ultrasonido y (4) extraccion asistida por enzimas. Dichas
técnicas no convencionales, buscan reducir el tiempo de extraccion, la cantidad de solventes
utilizados, asi como poder utilizar temperaturas y presiones mas altas o mas bajas (Smith y col.,
2003). Ya que algunos de las limitantes de los métodos convencionales son el mayor tiempo de
extraccion, el requerimiento de solvente toxico, costoso y de alta pureza, la evaporacion de la gran
cantidad de solvente, la baja selectividad de extraccion y la descomposicion térmica de compuestos
termolabiles (Azmir y col., 2013; Cowan, 1999). En el cuadro 1 se muestran ejemplos de algunos

solventes utilizados para la extraccion de compuestos bioactivos.

Cuadrol. Ejemplo de algunos solventes para la extraccion de bioactivos de plantas.

Agua Etanol Metanol Cloroformo Diclorometanol Eter Acetona
Antocianinas Taninos Antocianinas Terpenoides Terpenoides Alcaloides Flavonoides
Taninos Polifenoles Terpenoides Flavonoides Terpenoides
Saponinas Flavonoides Saponinas Cumarinas
Terpenoides Terpenoides Taninos Ac. grasos

Alcaloides Flavonas
Esteroles Polifenoles

El método de extraccion mas cominmente utilizado para la obtencién de CF a partir de materia
vegetal es por medio de la maceracion con disolventes como agua, metanol y acetona (Izquierdo-
Herndndez, 2011). Segun Soto-Garcia y col. (2016), la polaridad del disolvente afecta
directamente la cantidad y calidad del extracto, y menciona que no existe un método ni solvente
definido que garantice una extraccion total de compuestos, ya que la estructura quimicay el tamafio
molecular interacttian con otros factores como la concentracion del solvente, tamafio de particula,
temperatura, tiempo de contacto, y la relacion masa-volumen que vuelven dependiente la

recuperacion y bioactividad de estos compuestos.
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En un estudio realizado por Soto-Garcia y col. (2016), la concentracion de flavonoides de los
extractos de Quercus sideroxyla fue de 318.97 mg EC/g y en Q. sideroxyla al 50% de solucién
hidroetanolica y una relacién masa/volumen de solvente (QsE50-1/30) de 385.95 mg EC/g en
QsEB80-1/10. En esta especie se observa una tendencia de aumentar la concentracion de flavonoides
al aumentar la concentracion de etanol. Para la extraccion de proantocianidinas (flavanoles o
catequinas) en esta misma especie de encino la concentracion maxima fue de 319.83 mg EC/g en
QsE20-1/30, y la minima de 267.61 mg EC/g en QsE80-1/20, concluyéndose que la concentracion
de etanol y la relacion masa/volumen utilizado tuvieron efecto significativo en la cantidad de
flavonoides y proantocianidinas recuperados en los extractos. En la Figura 4 se muestran los

resultados del contenido de CF totales evaluado por Soto-Garcia y col. (2016).

388
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8

Figura 4. Efecto de la concentracion de etanol y la relacién corteza: solvente sobre el contenido
de fenoles totales en la corteza de Q. sideroxyla (Soto-Garcia y col., 2016).
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El gréafico anterior analiza los datos de la concentracion de solvente en relacion con la corteza
de Q. sideroxyla por medio de la metodologia de Disefio de Superficie de Respuesta (DSR). Segun
Figueroa-Preciado (2003) se define a la DSR como un conjunto de técnicas que permiten investigar
un efecto producido al variar factores cuantitativos en los valores que toma una variable
dependiente o respuesta y estos se pueden mostrar como una superficie. Se trata de encontrar los
valores Optimos para las variables independientes que maximizan, minimizan o cumplen ciertas
restricciones en la variable respuesta.

La extraccion con solventes orgénicos puede tener la ventaja de ser sencilla y eficiente, sin
embargo, también puede tener efectos perjudiciales debido a las trazas de solvente organico que
pueden quedar en el extracto y ser consumidas por el ser humano (Soto-Garcia y col., 2016). La
extraccion con etanol se considera de baja toxicidad para consumo humano (Xavier y col., 2015).

Como se mencion0 previamente, existen otros métodos no convencionales para la extraccion
de CF, como lo es la extraccion asistida por ultrasonido, la cual por medio de vibraciones
mecanicas Y el efecto térmico producido ha mostrado ser una técnica eficaz para la recuperacion
de compuestos en general (De la Cruz-Tabon, 2015).

El ultrasonido es un tipo de vibracion de onda de sonido con frecuencia mas alla de la audicion
humana (20 kHz), es decir, a mas de 20 kHz y puede ser dividido en ultrasonido de sefial y
ultrasonido de potencia (De la Cruz-Tabdn, 2015). El de sefial tiene un rango de frecuencia de
onda de 100 Hz hasta 1 MHz (baja frecuencia); esta sefial es afectada por los elementos que entran
en contacto con ella, permite recabar informacion de un producto, como puede ser en un estudio
reolégico para evaluar las propiedades fisicas del producto como su consistencia (Azuola y Vargas,
2007). En el ultrasonido de potencia, el rango de frecuencia de onda se encuentra de 18 KHz hasta

100 KHz (alta potencia); en este caso existe una frecuencia mas baja pero una potencia mas alta lo
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cual produce cambios fisicoquimicos en el medio por el fendmeno de cavitacion en donde las
ondas de sonido generan burbujas que se expanden y se comprimen al pasar por un medio o
solvente liquido y golpear contra una superficie sélida debido a una gran cantidad de energia que
al pasar por un transductor convierte la energia cinética en energia acustica (Azuola y Vargas,
2007). Al aplicar ultrasonido como método de extraccion de compuestos dentro de las células en
plantas se tendria una mayor y mas rapida difusion de los compuestos en el medio en comparacion
con otros métodos debido a los movimientos generados por la cavitacion (Sharmila y col., 2016).
Este novedoso método se aplica en la industria alimentaria no solo en procesos de extraccion de
compuestos sino también para la coccion, desecacion, cristalizacion, marinado, filtracion,

desgasificacion, cortado, desmoldado y emulsificacion entre otras (Chemat y col., 2011).

3. JUSTIFICACION

Por su importante actividad antioxidante los compuestos fendlicos extraidos de la corteza de
Quercus crassifolia y sus potenciales usos para el cuidado de la salud, prevencién y tratamiento
de enfermedades como el cancer, hipertension, cardiovasculares, dislipidemias y desérdenes
metabolicos, es preciso estandarizar las técnicas de extraccion de dichos compuestos que
conserven su capacidad antioxidante. Se han realizado estudios para la extraccién de compuestos
fenolicos de diversas especies de encinos como son Quercus laurina, Quercus crassifolia y
Quercus scytophylla, utilizando hojas, ramas y corteza de éstos. En un trabajo previo por nuestro
grupo de trabajo fue posible recuperar compuestos fendlicos en corteza de Q. crassifolia. Se
realizaron experimentos por diferentes tiempos, temperaturas y variacion en sistemas de extraccion
en solvente caliente y a temperatura ambiente. Sin embargo, aln falta optimizar la técnica y tiempo

de extraccion, asi como la temperatura éptima para la recuperacién de la mayor cantidad de fenoles
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con actividad bioldgica. Por lo anterior, en esta propuesta de investigacion se plantea utilizar la
metodologia de superficie de respuesta como herramienta para elegir las mejores condiciones de
extraccion ya sea por maceracion o ultrasonido y evaluar si la extraccion por ultrasonido presenta

extractos con mayor contenido de compuestos fenolicos preservando su capacidad antioxidante.

4. HIPOTESIS
Al utilizar ultrasonido como método de extraccion de la corteza de Quercus crassifolia es
posible obtener una concentracion elevada de compuestos fendlicos con actividad antioxidante

similar o mayor a la obtenida con el método de maceracion.

5. OBJETIVO GENERAL
Obtener un extracto de corteza de Q. crassifolia que contenga alta concentracion de compuestos
fendlicos, con alta actividad antioxidante mediante el método de extraccidn por ultrasonido y que

sea comparativamente similar o mejor que la obtenida con un método de maceracion.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la optimizacion de procesos de extracciones de compuestos fendlicos de corteza de
Quercus crassifolia por los métodos de maceracion clasica y por ultrasonido.

2. Caracterizar los compuestos fendlicos, flavonoides totales y la actividad antioxidante en los
extractos de corteza de Q. carssifolia obtenidos por los procesos de maceracion y de

ultrasonido.
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6. MATERIALES Y METODOS
Se utilizé corteza de encino de la especie Quercus crassifolia colectada de una plantacion
forestal localizada en Zac&n, municipio de los Reyes, Michoacan a una altitud de 2191.5 m,
longitud de -102.30 y latitud de 19.55. La corteza fue identificada y tipificada botanicamente en el
laboratorio de botanica de la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo. La corteza se cortd en rectdngulos de 5 x 5 cm, y se secd a 40 °C por 48 h en horno de

secado Ecoshel (9053A) y triturada utilizando un molino Thomas Digital ED-5 Wiley®. El polvo

obtenido se paso por una criba #40 (400 um) y se almacend hasta su uso.

6.1 EXTRACCION POR MACERACION

Se utilizé el método por maceracion aplicando tres diferentes temperaturas y tres diferentes
tiempos para la extraccion de compuestos fendlicos de Q. crassifolia, con base en un disefio
experimental que se ajusto a la Metodologia de Superficie de Respuesta. Las temperaturas
aplicadas fueron de 20 °C, 40 °C y 60 °C a tiempos de 12, 18 y 24 h. Se utiliz6 como solvente
etanol al 90%; para ello, se adicionaron 100mL de etanol al 90% a 5g de corteza y se agitd con
una combinacién determinada por una temperatura y tiempo considerados en el disefio
experimental. El extracto fue filtrado con papel Whatman No. 42, y los restos sélidos fueron

lavados con 20mL de etanol al 90%. El extracto crudo fue almacenado a 4 °C en frascos ambar.

6.2 EXTRACCION CON PROCESAMIENTO ULTRASONICO
La extraccién de los compuestos fenolicos se realiz6 por medio de un procesador ultrasénico
Sonics, modelo: VC505, aplicando diferentes condiciones de proceso, basado en el modelo

utilizado en el Disefio de Superficie de Respuesta (DSR). En la Figura 5 se muestra la imagen del
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equipo de procesamiento por ultrasonido utilizado para la extraccion. Para ello 5g de muestra se
colocaron en 100 mL de etanol al 90% y se realizo la extraccion de acuerdo con dos variables de
proceso. Una variable independiente fue el tiempo, con lapsos de 2.5, 5y 10 min y la temperatura
aplicada tuvo los niveles de 20 °C, 40 °C y 60 °C. El extracto liquido fue filtrado con papel

Whatman no. 42, y el extracto crudo fue almacenado en botellas &mbar a 4 °C.

| B

Figura 5. Extraccion asistida por ultrasonido Sonics, modelo: VVC505.

6.3 COMPOSICION FENOLICA DEL EXTRACTO CRUDO

La cantidad total de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales contenidos en los
extractos fueron determinados por medio de técnicas espectrofotométricas en la region visible.

En los extractos se determind el contenido de compuestos fendlicos totales siguiendo el método

de Scalbert y col. (1989), como lo menciona Valencia-Avilés y col. (2018). Se us6 acido galico
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para la calibracion de la curva y la absorbancia fue medida a 750 nm. Los resultados fueron
expresados en mg equivalentes de acido galico (GAE)/g de extracto seco.

El contenido total de flavonoides se determind a 415 nm con el método de Brighente y col.
(2007), usando una curva de calibracion, siendo la quercetina el estandar. Los resultados fueron

expresados en mg de equivalentes de quercetina (QE)/g de extracto seco.

6.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO CRUDO

Un método para medir la actividad antioxidante del extracto crudo de corteza de Q. crassifolia
es por medio de una reaccion de un antioxidante y un radical de nitrégeno organico como es el
DPPH (2,2,-Diphenyl-1-picrylhydrazyl). La reaccion conlleva una variacion de color, de un radical
libre (color morado) a la desaparicion de este radical por la actividad antioxidante (color amarillo);
este cambio se mide con un espectrofotometro UV/Vis. En esta técnica se prepara una solucion
stock con acido galico como estandar, de donde se obtienen diferentes concentraciones para la
curva de calibracion. La absorbancia fue medida a 515 nm. El resultado se report6 como
(mgEAG)/g (Prior y col., 2005).

Ademas, se determind la inhibicién de radicales ABTS«", este método mide la interaccion entre
antioxidantes y el cation ABTS-", este catién (de color azul) vuelve a su forma neutra (incolora)
al generarse una reaccion entre el grupo oxidante con la sal del ABTS<" (Figuara 7). Los
compuestos fendlicos tienen bajos potenciales redox por lo que son capaces de reducir el ABTSe*
(0.68V). Se utilizé un espectrofotometro UV/Vis (Marca VELAB modelo VE-5600UV), a un
méaximo de 815 nm y los resultados fueron expresados como capacidad antioxidante equivalente

en (EAG)/g (Prior y col., 2005).
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Figura 6. Viracion de color morado caracteristico del DPPH de acuerdo a la concetracion
de &c. galico.
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Figura 7. Cambio de color azul, caracteristico del radical ABTS de acuerdo a la concentracion
de ac. galico.

6.5 EXPERIMENTACION PRELIMINAR
Se realizaron experimentos preliminares para obtener informacion necesaria para establecer el
disefio adecuado para analizar por la Metodologia de Superficie de Respuesta. Las variables de

respuesta evaluadas fueron: a) rendimiento de extraccion de sélidos, de compuestos fendlicos
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totales y flavonoides totales de la corteza de encino de la especie Q. crassifolia; b) capacidad
antioxidante por la determinacion del radical ABTS y DPPH.

Para los experimentos se pesaron 5 g de corteza de encino y se adicionaron 50 mL de etanol al
90%; se maceraron a 3 diferentes tiempos (20 °C, 40 °C y 60 °C) y tres diferentes temperaturas
(12, 18, 24 h) de maceracién como se indico en la metodologia. Para el caso de ultrasonido se
pesaron 5g de muestra y se colocaron en 100mL de etanol al 90%, se fijaron las condiciones de
extraccion en un pulso de 55 seg de trabajo por 5 seg de reposo, una amplitud de 40% para los 3
tiempos (2.5, 5 y10 min) y tres temperaturas (20 °C, 40 °C y 60 °C). En ambos casos los sélidos
remanentes fueron lavados con 20mL de etanol al 90% Yy reunidos con el extracto obtenido de la

maceracion.

6.6 CONDICIONES PARA OPTIMIZACION

En base a los resultados obtenidos del estudio preliminar utilizando el analisis de la DSR, fue
posible establecer tres nuevos tiempos (16, 20 y 24 h) y tres nuevas temperaturas (32 °C, 39 °Cy
46 °C) con el fin de obtener mejores rendimientos en las variables de respuesta analizadas, las
cuales fueron: a) rendimiento de extraccion de compuestos totales de la corteza de encino de la
especie Q. crassifolia, compuestos fenolicos totales y flavonoides totales; b) capacidad
antioxidante por la determinacion del radical ABTS y DPPH.

Para esta nueva etapa, de cada tratamiento se siguié la misma metodologia de extraccion

descrita en el apartado 6.5 tanto para la maceracion como por el procedimiento por ultrasonido.
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6.7 RENDIMIENTO DE EXTRACCION

Se tomaron 10ml de los extractos en solucion (extracto crudo), se introdujeron en un recipiente
de vidrio (a peso constante), se deshidrataron a una temperatura de 100 °C, por 5h, se pusieron
nuevamente a peso constante y se obtuvo el peso de los sélidos obtenidos por diferencia de pesos.
Se realiz6 por triplicado para cada uno de los extractos con la combinacion de tiempo y temperatura
de (20 °C, 40 °C y 60 °C) y (12, 18 y 24 h), (16, 20y 24 h) y (32 °C, 39 °C y 46 °C) y para
ultrasonido (2.5, 5 y10 min) y (20 °C, 40 °C y 60 °C). Se aplicé la siguiente ecuacion para la

obtencion del % de Rendimiento:

Peso g extracto deshidratado

%R =
0 mL del extracto crudo

6.8 ANALISIS DE DATOS

Se seleccion6 un Disefio Experimental por Superficie de Respuesta en modalidad de disefio
compuesto con un punto central, para analizar los 27 datos provenientes de un experimento
factorial preliminar corrido con 3 repeticiones y los resultados usarlos para la construccion de una
matriz aleatorizada codificada para tres niveles, minimo (codificacion -1), intermedio
(codificacion 0) y maximo (codificacion 1) para cada uno de los factores a evaluar, en este caso
tiempo 12h como minimo, 18h como intermedio y 24h como méaximo y 20 °C como minimo, 40
°C como intermedio y 60 °C como maximo para temperatura. Con esta codificacion se corri6 el
analisis y se gener0 una respuesta para cada una de las combinaciones. de tiempo y temperatura
arrojadas por el programa. Esta informacion se utilizé para el disefio de un nuevo experimento

buscando la optimizacion de las respuestas del estudio preliminar. EIl nuevo disefio de superficie
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de respuesta se realiz6 con los 27 datos obtenidos del anélisis por triplicado de cada variable
respuesta con las tres temperaturas y los tres tiempos propuestos 32 °C, 39 °C y 46 °C, para tiempo,
16h, 20h, 24h. Los datos generados para cada variable respuesta fueron analizados por medio de
un factorial completo y una prueba de comparacion de medias de Tukey con p<0.05.

Los resultados reportados fueron los valores de maximo rendimiento prospectados por el
andlisis del Disefio de Superficie de Respuesta (DSR).

Los datos de las pruebas fueron analizadas utilizando el software estadistico IMP11 (SAS

Institute, 2014).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 RENDIMIENTO DE EXTRACCION

7.1.1 MACERACION
Los resultados obtenidos en el experimento preliminar indicaron que los mejores rendimientos de
extraccion se obtuvieron a una temperatura de 20 °C y 24h de maceracion en etanol al 90%, con
una media de 2.5% *0.02 de rendimiento (Figura 8), lo que comparado con lo reportado por
Valencia (2019), quien obtuvo un rendimiento de 4.55% por maceracién de la corteza de Q.
crassifolia en etanol al 90%, a temperatura ambiente (alrededor de 25 °C) y un tiempo de contacto
de corteza-solvente de 24h, se tuvo un menor porcentaje de recuperacién, el cual puede ser
atribuido a la combinacion particular del tiempo y la temperatura, asi como a la cantidad de
muestra y solvente utilizado que es en una menor en proporcién a lo utilizado por Valencia (2019),
quien us6 20g de muestra seca en un volumen de 200 mL; mientras que en este trabajo se utilizaron

5 g en un volumen de 100 mL.
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Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 8. Porcentaje de rendimiento obtenido por maceracion en el experimento preliminar
(x0.02 E.E)

Usando el DSR como se indico en la metodologia, el punto maximo de %R se ubicd en un
tiempo de 17.08 h y una temperatura de 32.19 °C y 3.8 de rendimiento en porcentaje (Figura 9),
claramente superior al 2.5% obtenido en el experimento preliminar (Cuadro 2) donde se muestran
las condiciones y resultados de la DSR.

Cuadro 2. Condiciones y resultado de DSR para %R por el tratamiento de maceracion

Tiempo
. 12 (-1), 18(0), 24(-1)
Condiciones de codificado h
experimentaCién Temperatura
codificada °C 32 (1), 39(0) y 46(1)
Punto de .
, . Tiempo 17.085 h (-0.152439)
Resul DSR
esultado de DS ma}xn.no Temperatura 32.195 °C (-0.390244)
rendimiento
Prospecto %R 3.80%
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Horiz. Vert. Factor X actual
. TIEMPO | -0.152439
TEMPERATURA | 0.390244

Respuesta Contorno  Yactual Limite inf. Limite sup.

= % DE RENDIMIENTO © 1 > 38 3.79882%2
1

TEMPERATURA

TIEMPO

Figura 9. A) Perfilador de contorno y B) grafico tridimensional de la superficie de respuesta en
donde se puede observar la interseccion de las cuadriculas representantes del tiempo y la
temperatura respectivamente. el punto de maximo rendimiento es de 3.8% a una temperatura de
32.19 oC (-0.390244) y un tiempo de 17.08h (-0.152439).

Se realiz6 un nuevo experimento considerando los resultados del DSR utilizando tres
tiempos (16, 20 y 24 h) y tres temperaturas (32, 39 y 46 °C). Estas variables fueron seleccionadas
a partir del andlisis de los datos del experimento preliminar para el tratamiento de extraccion por
maceracion (Cuadro 3).

Al realizar el andlisis factorial completo para revisar las interacciones entre los diferentes
niveles de las variables tiempo y temperatura en el sistema, con una probabilidad de 0.0027 se
encontré que por lo menos hay una combinacion que genera una diferencia significativa entre las
medias analizadas. Evaluando tiempo y temperatura de manera individual, es posible observar que
la temperatura (p=0.124), no tuvo un aporte significativo mientras que el tiempo tiene efecto
significativo (p=0.0405), lo cual indicaria que la diferencia proviene de las variaciones e
interacciones de este factor; sin embargo, la probabilidad no permite una alta significancia

estadistica, por lo que hay que tomar este resultado con precaucion (Ffigura 10).; Puede observarse
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que en la interaccion entre el tiempo y la temperatura con la combinacion 20h/39 °C se obtuvo un
4.23+0.19% de rendimiento, superando asi el 3.8%, prospectado por la MSR, aungue alin es menor
en comparacion con lo reportado por Valencia (2019), probablemente debido a la proporcién de
materia/solvente que este autor utiliz6 para la maceracion.

Cuadro 3. Condiciones y resultado de DSR y factorial para el tratamiento de maceracion.

Factqr tiempo 16, 20, 24
- h (3 niveles)
Condiciones de
experimentacion Factor
resultado de DSR temperatura °C (3 32,39y 46
niveles)
. Mejor Tiempo 20h
F I | . .
actorial completo interaccion Temperatura 39°C
Respuestas de Nueva Rendimiento
Experimentacion por ‘- 4.23+£0.19%
: Maximo
factorial completo

% R

3.56
3.16

423
3.16 32 306 3.03

3 2.83 2.9
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16h/32C 16h/39C 16h/46C 20h/32C 20h/39C 20h/46C 24h/32C 24h/39C 24h/46C

*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 10. Valores %R de la comparacion de medias para la interaccion de tiempo y
temperatura de maceracion +(0.19 E.E)
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7.1.2 ULTRASONIDO

Se realizd la extraccion por ultrasonido, utilizando tres niveles de tiempo y tres de temperatura
(Cuadro 4). Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis factorial completo el cual mostro
que la interaccién entre temperatura de 60 °C por 10min de tratamiento de extraccién tuvo un
5.11+0.16%R; sin embargo, de acuerdo con la probabilidad obtenida (> 0.146), no hay diferencias
significativas entre las medias de rendimiento obtenidas.

Analizando en lo particular los factores se puede observar que el tiempo (p = 0.031) provoca
resultados estadisticamente distintos, en congruencia con la informacion obtenida con los datos
provenientes del tratamiento por maceracion; mientras que la temperatura no tuvo significancia en
el %R obtenido para la extraccion por ultrasonido.

Con base en el anélisis de estos datos se puede indicar que la interaccion temperatura y tiempo
de mayor rendimiento fue 10 minutos a 60 °C con 5.1+ 0.16% (p=0.62) (Figura 11), aunque segun
la comparacion de medias con Tukey no existieron diferencias significativas entre las diferentes
interacciones.

Tabla 4. Condiciones y resultados de la extraccion por ultrasonido.

Factor tiempo .
i 2.5,5y 10min
- h (3 niveles) y
Condiciones de
. » Factor
experimentacion
temperatura °C 20,40y 60 °C
(3 niveles)
Factorial completo Mejor Tiempo Smin
P interaccion Temperatura 40 °C
Respuestas de Nueva .
: . Rendimiento
Experimentacion por L. 5.1%=+ 0.16
. Maximo
factorial completo
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%R por ultrasonido
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*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 11. Valores de %R paralas diferentes combinaciones de tiempo y temperatura para la
extraccion por ultrasonido(+ 0.16 E.E)

7.2 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

7.2.1 MACERACION

Se realizaron pruebas preliminares para determinar la actividad antioxidante de la corteza de
encino de la especie Q. crassifolia, para ello las muestras se maceraron de acuerdo con la
metodologia descrita a 3 diferentes tiempos y tres diferentes temperaturas (12, 18 y 24h) y (20, 40
y 60 °C) (Cuadro 5).

Los datos obtenidos fueron analizados por DSR con el fin de obtener el punto de méxima
Actividad Antioxidante de acuerdo con las predicciones del modelo con las interacciones de los

factores del sistema.
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7.2.1.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (DPPH)

La reduccién del DPPH produce un cambio de color en las muestras, de tener un color morado
viran a un color amarillo, los resultados de las mediciones de actividad antioxidante en los
extractos obtenidos por maceracion de la corteza de Q. Crassifolia fueron expresados en mg
Equivalentes de &cido galico/g (MgEAG/g) y porcentaje de Actividad antioxidante (%AA).

Se analizaron los datos del estudio preliminar por medio de DSR. En la figura 12 se muestra la
grafica de perfilador de contornos A) y B) grafica tridimencional por DSR, en la que se indica la
combinacion de factores en donde se encuentra el punto de méxima respuesta 16.48h (-0.2525) y

37.22°C. (-0.1387) con la de mayor %AA siendo este de 82.39.

Cuadro 5. Condiciones y resultados del DSR en extraccion por maceracion.

Tiempo
Condiciones de 13 (-1), 18(0), 24(-1)
codificado h
experimentacion
Temperatura
preliminares 32 (-1), 39(0) y 46(2)
codificada °C
Punto de
Tiempo 16.48h (-0.2525)
Resultado de DSR maximo
Temperatura 37.22 °C. (-0.1387)
rendimiento
Prospecto %AA 82.39%
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Figura 12. Perfilador de contorno y grafico tridimensional de la superficie de respuesta en donde
se puede observar la interseccion de las cuadriculas representantes del tiempo y la temperatura
respectivamente. el punto de maximo rendimiento es de 2251.70 mgEAG/gr con un 82.39% AA,

(-0.2525) para tiempo y (-0.1387).

Se realizd un nuevo experimento para la determinacion de actividad antioxidante por medio de
la reduccion del DPPH con los tiempos y temperaturas sugeridos por el analisis de los datos
preliminares por medio del DSR para la extraccion por maceracién (16, 20 y 24h) y (32, 39 y 46
°C). Een el Cuadro 6 se muestran las condiciones y resultados de esta parte del experimento.

Se obtuvieron 3250mgEAG/g con un 90.91 de %AA a una temperatura de 39 °C y 20h de
maceracion. Con los datos obtenidos se realizo un analisis factorial completo con una probabilidad
(p<0.0001). Se observar que al comparar las medias de las interacciones entre los factores de los
que depende la respuesta de %AA, por lo menos una de ellas tiene diferencias significativas. En
la Ffigura 13- Sse presentan los valores comparados por Tukey, donde la combinacion de 20h/39

°C fue la de mayor de rendimiento 90.91 £1.8 en porcentaje.
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Cuadro 6. Condiciones y resultados del analisis factorial completo del segundo tratamiento por
maceracion.

Factor tiempo h (3

16, 20, 24h
Condiciones de niveles)
experimentacion Factor temperatura °C (3
32,39y 46
niveles)
Tiempo 20h
Factorial completo Mejor interaccion

Temperatura 39°C

Respuestas de Nueva
Experimentacion por factorial Rendimiento Maximo 90.91+£1.8%

completo

100 9091 g783 87.84

%0 7593 7576 50, s
60
40
20
0

‘o ’ o,
\v s(\\ \(\\”) \”) *(\\0)
AR >

*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 13. Valores de %AA con las diferentes combinaciones de tiempo y temperatura para la
extraccion por maceracion. (£1.8 E.E)

32



7.2.2 ULTRASONIDO

Se realiz6 el andlisis de los datos obtenidos por ultrasonido para la determinacion del %AA por
DPPH, en donde se observo que el mayor %AA fue de 92.99 +1.3 el cual se encontré a 40 °C con

un tiempo de 5min. Se presentan en la Cuadro 7 las condiciones y resultados de la extraccion por

ultrasonido.

Se analizaron los datos con un disefio factorial completo, mostrandose que tanto la temperatura
como el tiempo tuvieron influencia en la respuesta del %AA (p<0.0001). En la Figura 14 se
muestra la comparacion de medias realizada con la prueba de Tukey, incluyendo las interacciones
entre tiempo y temperatura. Es posible observar que existieron diferencias significativas dando

como resultado una combinacion con resultado maximo de 99% de AA por inhibicion del radical

DPPH a los 20 °C por 5min.

Cuadro 7. Condiciones y resultados del analisis factorial completo del tratamiento por

ultrasonido para %AA

Factor tiempo
Condiciones de h (3 niveles)
experimentacion Factor
preliminares temperatura °C (3
niveles)
. M#maejor
Factorial completo . J
interaccion
Respuestas de Nueva .
p_ < Rendimiento
Experimentacion por (-
. Maximo
factorial completo

2.5,5y 10min

20,40y 60 °C

Tiempo 5min
Temperatura 20 °C

92.99 +1.3%
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%AA ultrasonido

120
9298 g 15
. 91.86
100 85.1
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*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 14. Valores de %AA con las diferentes combinaciones de tiempo y temperatura para la
extraccion por ultrasonido (1.3 E.E)

7.3 DETERMINACION DE INHIBICION DE RADICALES ABTS

La determinacion de la inhibicion del radical ABTS permite la medicion de la actividad
antioxidante, distingue entre efectos aditivos y sinérgicos y se basa en la interaccion entre los
antioxidantes contenidos en el extracto de Q. crassifolia y el cation ABTS, el cual cambia de color
morado caracteristico a un color amarillo palido. Las lecturas de absorbancia corresponden a la
actividad antioxidante en los extractos obtenidos por maceracion y ultrasonido de la corteza de Q.
crassifolia y fueron expresados en mg Eequivalentes de acido galico/g (mgEAG/g) y porcentaje
de actividad antioxidante (% de inhibicion). No se realizo estudio preliminar de %de inhibicién de

ABTS.
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7.3.1 MACERACION

Se analizaron los datos del experimento de maceracion a tres tiempos y tres temperaturas
diferentes (16, 20 y 24h) y (32, 39 y 45 °C) por medio de un factorial completo. En el Cuadro 8 se
presentan las condiciones y resultados del anélisis por DSR para evaluar el % de inhibicion del
radical ABTS. Se observo que la probabilidad fue de (p=0.115), por lo que no hubo diferencias
significativas en el analisis de varianza, y por lo tanto, no se observé un efecto en la interaccion
de los factores, tiempo y temperatura en los resultados del % de inhibicidn del radical ABTS. El
mayor % de inhibicidn fue de 63.62 y se obtuvo en la combinacion de 20h /39 °C lo que en
referencia a los resultados obtenidos a %AA por inhibicion de DPPH proyectan la misma
combinacion de factores. En la Figura 15, se muestran los valores de las medias comparadas de
las interaccion entre los factores, se puede observar que no hubo diferencia significativa entre ellas,

es decir, no hay una combinacion especifica de optimizacion.

Cuadro 8. Condiciones y resultados del andlisis de datos del % de inhibicion del radical ABTS.

Fac;‘?:/;'lzgpo h(3 16, 20, 24h
Condiciones de
experimentacion F °
p actor te:*mperatura C 32,39y 46
(3 niveles)
. o L Tiempo 20h
M
Factorial completo ejor interaccion Temperatura 39 °C
Respuestas de Nueva
Experimentacion por factorial Rendimiento Maximo 63.62 £3.8%
completo
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% de inhibicion ABTS

70 e3.62
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*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 15. Valores de % de inhibicion del radical ABTS con las diferentes combinaciones de
tiempo y temperatura para la extraccion por para maceracioén (3.8 E.E)

7.3.2 ULTRASONIDO

Se realiz6 la extraccion por ultrasonido en tres tiempos y tres temperaturas (Cuadro 9). Eel
extracto obtenido fue analizado para determinar el % de inhibicion del cation ABTS para el este
método de extraccion. Se pudo observar que existieron diferencias significativas en por lo menos
una de las medias analizadas con una probabilidad de (p <0.0001); el de mayor % de inhibicién
fue de 79.32+1.3 con la combinacion 20 °C/10 min. En la Ffigura 16 se observa que hubo
diferencias significativas entre los extremos, sin embargo, entre los valores de mayor % de
inhibicion de ABTS no se observd diferencia significativa. Las combinaciones de tiempo y
temperatura se pueden comportar de la misma manera, siendo el % de inhibicion més alto de

79.32£1.3 % a una temperatura de 20 °C y un tiempo de 10 min.
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Cuadro 9. Condiciones y resultados del andlisis de datos del % de inhibicion del radical ABTS.

Factor tiempo h (3 niveles) 2.5,5y 10min
-~ . » °C (3
Condiciones de experimentacion Factor temperatura
P 20,40y 60 °C
niveles)
Tiempo 10
Factorial completo Mejor interaccion
Temperatura 20 °C
Respuestas de Nueva
Experimentacion por factorial Rendimiento Maximo 79.32+£1.3%
completo
% de inhibicion ABTS

90 79.32 26,44

80 ~ 71.84 69.46

70 66.29 63.95 63.17 60.87

60

50

40

30

20 <

A A B C b) D
10— W B B C D E E
0
¢ RS ¢ RS S RS RS S RS
& ° N oV N N & N N
& & & e &@\\ & ﬁ‘\& &

*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey.
Figura 16. Valores de % de inhibicion del radical ABTS con las diferentes combinaciones de
tiempo y temperatura para la extraccion por ultrasonido (1.3 E.E)
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7.4 DETECCION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

7.4.1 MACERACION

Para la determinacion de compuestos fendlicos totales se usaron muestras de la corteza de Q.
crassifolia sometida a maceracion a tres diferentes tiempos y tres diferentes temperaturas
respectivamente (12, 18, 24 h) y (20, 40 y 60 °C), de acuerdo con la metodologia descrita
previamente. En el Cuadro 9 se muestran las condiciones y resultados del DSR para la obtencion
de compuestos fendlicos totales por maceracion.

Los datos obtenidos indicaron que la mayor concentracién de fenoles se encontré en la
combinacion de 60 °C/18h de maceracion en etanol al 90% con 2402.54 mgEAG/g. En la Figural?

se muestra la comparecion de medias del andlisis preliminar.

Cuadro 9. Condiciones y resultados para la recuperacion de fenoles totales por maceracion.

Tiempo
Condiciones de Codiﬁca%o h 14 (-1), 18(0), 24(-1)
experimentacion - t
reliminares emperatura -
P codificada °C 32(-1),39(0) y 46(1)
Punto de madximo Tiempo 23.85 h (0.976)
Resultado de DSR rendimiento Temperatura 43.17 °C (0.1585)
Prospecto Fenoles totales 2200.9 mgeEAG/g
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Fenoles Totales

30005 402,54
2275.96
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*Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey.
Grafico 17. Datos obtenidos en el estudio preliminar, de maceracion para la recuperacion de
fenoles totales (+110.19 E.E)

Los datos del andlisis preliminar para la determinacion de fenoles totales fueron usados para el
analisis del DSR en el cual se indico una combinacion de los factores tiempo y temperatura en el
que se puede encontrar un maximo de 1973.99 mgEAG/g de contenido de fenoles totales. El
analisis obtenido del software, infiere que se debe llegar a una temperatura de 43 °C (0.1585) y
tiempo de 24h (0.976). En la Ffigura 18 se aprecian las gréficas de contornos y el modelo en tercera
dimencion del DSR, en donde se muestra en la region de operabilidad el punto 6ptimo para la

obtencion de fenoles totales equivalentes a 2200.9 mgeAG/g.
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Figura 18. A)Perfilador de contorno y B) grafico tridimensional de la superficie de respuesta en
donde se puede observar la interseccion de las cuadriculas representantes del tiempo y la
temperatura respectivamente. el punto de méximo obtencion de fenoles totales 1973.99 mgEAG/g
extracto seco (0.9756) , (0.1585).

Se realiz6 un nuevo experimento para el tratamiento de maceracion, en que se probaron tres
tiempos y tres temperaturas de acuerdo a los datos recabados del analisis de DSR (16, 20 y 24h) y
(32,39y 45°C), respectivamente (Cuadro 10). Por medio del andlisis factorial completo se observo
que por lo menos alguna de las medias present6 diferencias significativas (p <0.0001). En la Figura
19 se observan los valores de las medias comparadas de fenoles totales y el resultado de la prueba
de Tukey.

La combinacion de mayor recuperacion se obtuvo con la combinacion 16h/46 °C y fue de
3331.88 + 97 mgEAG/gr de extracto seco, por lo que se supera el prospectado por el DSR de
1973.99 mgEAG/g. En comparacion con lo reportado por Soto-Garcia (2016), quien evaluo el

extracto de corteza Q. sideroxyla en maceracion por 24h a una temperatura aproximada de 25 °C
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(ambiente), con una proporcién de 1/10 (masa/volumen) en una solucion hidroetandlica al 80% y
obtuvo un total de 592.97 mgEAG/g de extracto seco, lo recuperado en el presente trabajo con esa
temperatura fue de 2738.91mgEAG/g de extracto seco, valor mayor que lo reportado por este
autor, lo que puede explicarse porque se utilizaron diferentes especies de encino.

Cuadro 10. Condiciones y resultados para la recuperacion de fenoles totales por maceracion
Factor tiempo h (3

: 16, 20, 24h
- niveles)
Condiciones de =
experimentacion actor
temperatura °C (3 32,39y46 °C
niveles)
Tiempo 20h

F rial compl Mejor interaccion
actorial completo ! Temperatura 46 °C

Respuestas de Nueva
Experimentacion por
factorial completo

Rendimiento

+
Mximo 3331.88 + 97 mgEAG/g

Fenoles totales

4000
3331.88
3500 3140.35
3000 2881.73 2816.99 2785.56 5659 25
2473.68
2379.22
2500 2075.67
2000
1500
1000 A B B g [e
co0 A B C C C D
A B C D D] D) E
0
QC o Q O C O OC O G O C O C OC
MO »o 0 9 o 9 7 9 9
\60\ ,LQ\\\ ,Lb(\\\”’ \60\3 1&‘& q/bx\\’b \6&\\’5 ,LQX\\% ,LQX\\”J

* Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 19. Valores de fenoles totales de la interaccion entre los factores para la extraccion por
maceracion (x 97 E.E)
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7.4.2 ULTRASONIDO

Se analizaron las mediciones obtenidas para la determinacion de fenoles totales en el extracto
por ultrasonido a tres tiempos (2.5, 5y 10min) y tres temperaturas (20, 40 y 60 °C) (Cuadro 11)
por medio de un disefio factorial completo en el que se obtuvo una probabilidad (p <0.0094), lo
que indica que por lo menos una de las medias presento diferencia significativa.

Se observo que el factor tiempo tuvo una probabilidad (p= 0.321), indicativo que la variacion
en el sistema tuvo poco efecto del factor tiempo. Para la temperatura se tiene tuvo una probabilidad
de (p=0.007) por lo que se puede inferir que el factor temperatura si es relevante para la
recuperacion de fenoles totales en el sistema.

Para corroborar lo anteriormente dicho se realizO una comparacion de medias de las
combinaciones de los factores por medio de una prueba de Tukey. En la Figura 20 se observan los
valores de fenoles totales y la comparacion de las medias de las interaccion entre tiempo y
temperatura. La combinacién de mayor recuperacion de fenoles totales fue 20 °C/2.5min con
1948.2 £97 mg EAG/g de extracto seco. Lo prospectado por el DSR para maceracion fue de 2200.9

mMgEAG/g, que puede ser comparable con lo obtenido por ultrasonido.
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Cuadro 11. Condiciones experimentales y resultados para ultrasonido.

Factor tiempo h (3 niveles) 2.5,5y 10min
Condiciones de
. ., o
experimentacion Factor temperatura C(@3 20, 40'y 60 °C
niveles)
. _ . Tiem min
Factorial completo Mejor interaccion lempo Smi

Temperatura 20 °C

Respuestas de Nueva
Experimentacion por factorial Rendimiento Maximo
completo

Se obtuvo 1948.2+97
mgEAG/g

Fenoles totales

2500
1948.21
2000 1841.91 1759.45 1705 02
’ 1608.72 1563.56 1471 48
. 1436.09
1500 1402.4
1000
500 A A A A A A
A B B B B B B
0
P N O O ©
& & & &FF ¢ & & & 5
m;_; N ,»b o) \ o) o) N Ve

* Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 20. Valores de fenoles totales de la interaccion entre los factores para la extraccion por
ultrasonido (x 97 E.E)

7.5 DETECCION DE FLAVONOIDES TOTALES

7.5.1 MACERACION

Los resultados de esta prueba preliminar fueron mayores a lo reportado por Valencia (2019),
para un extracto por maceracion de Q. crassifolia. Valencia (2019) reporta un valor de

43.59mgEQ/g de flavonoides totales en extracto crudo, mientras que los resultados obtenidos en
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el presente trabajo arrojaron concentraciones de 216.63+20.24 mgEQ/g de extracto seco,

utilizandose en este estudio 12h y 60 °C en la extraccion (Figura 21).

Flovonoides totales

250 216.63 21599

196.12
200 17833 1e439
149.16
150 13378 15769
89.18
100
5 A A A A A
A A A B B B B B
0

Xe) R@) R@

S & & & O
& s
K S

v

* Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la prueba
de Tukey (p< 0.05)
Figura 21. Comparacion de medias de la combinacion de factores tiempo y temperatura de la
extraccion por ultrasonido para la determinacion de fenoles totales (20.24 E.E).

Los resultados de los experimentos preliminares para la determinacion de flavonoides fueron
utilizados para realizar el analisis por DSR. En el cuadro 12 se muestran las condiciones y los
resultados obtenidos de la DSR. El analisis indicd que la combinacion de los factores de tiempo y
temperatura en la que se puede lograr el punto maximo de obtencidn de flavonoides, el cual es en
términos codificados (-0.1554), (0.2661), equivalente a 17.06h /45.22 °C. En la Ffigura 22 se

presentan A) perfilador de contornos B) grafico de superficie en tercera dimension del DSR.
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Tabla 12. Condiciones y resultados del andlisis de los datos preliminares de la obtencion de
flavonoides totales para el tratamiento de maceracion.

.. : ., Tiempo codificado h 15 (-1), 18(0), 24(-1)

Condiciones de experimentacion
preliminares .
Temperatura codificada °C 32 (-1),39(0) y 46(1)
- - Tiempo 17.58 h (-0.75)
Resultado de DSR Punto de maximo rendimiento Temperatura 45.6 °C (0.268)
Prospecto Flavonoides totales 162.5mgEQ/g
: I;IEEI\TF“’;.ATUPA I | u&sv‘;:i
s e e e
-1 -0.5 TIE:‘-po 05 1 A)

Figura 21. A) Perfilador de contornos B) grafico tridimensional de la superficie de respuesta en
donde se puede observar la interseccion de las cuadriculas representantes del tiempo y la
temperatura respectivamente punto de maximo obtencion de flavonoides (-0.75), (0.268)

respectivamente.

Se realiz6 un nuevo experimento, fijando nuevos valores para los factores tiempo (16, 20 y 24h)
y temperatura (32, 39 y 46 °C), (Cuadro 13) de acuerdo con lo sugerido por el DSR para el
tratamiento de maceracion. Los resultados obtenidos de las lecturas de absorbancia para la
determinacion de flavonoides totales fueron analizadas como un disefio factorial completo para
encontrar la mejor combinacién de tiempo y temperatura para la mayor recuperacion de

flavonoides expresados en mgEQ/g de extracto seco + el error estandar.
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Las comparacién de medias con la prueba de Tukey para las interacciones, se puede observar

que la combinacion de 16h/46 °C es en donde se recupera una mayor cantidad de flavonoides

124.10 + 2.3mgEQ/qg de extracto seco (Ffigura 23).

De acuerdo a lo reportado por Valencia-Avilés y col. (2018), quienes sefialan un total de

14+3mg EQ/g de muestra seca, se observo que es una cantidad mucho menor a lo reportado en el

presente trabajo. El tiempo que utilizaron Valencia-Avilés y col. (2018), fue de 24h con ~ 25 °C

(ambiente). La combinacion de factores sugerida en nuestro estudio por el DSR es de un tiempo

menor y una temperatura mayor, para encontrar el punto éptimo de recuperacion de flavonoides

totales.

Cuadro 13. Condiciones y resultados experimentales para maceracion.

Condiciones de experimentacion

Factor tiempo h (3 niveles)

Factor temperatura °C (3 niveles)

Factorial completo

Mejor interaccion

Respuestas de Nueva
Experimentacion por factorial
completo

Rendimiento Maximo

16, 20, 24h

32,39y 46 °C

Tiempo 20h
Temperatura 46°C

124.10+ 2.3mgEQ/g
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Flavonoides totales

140
124.1

89.48

120
100 92.26
85.64 83.71 30.08
80 68.71 66.95
60
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* Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)
Figura 23. Valores de flavonoides totales de la interaccion entre los factores para la extraccion
por maceracion (+ 2.3E.E)

7.5.2 ULTRASONIDO

Se realiz6 la extraccion por ultrasonido a tres tiempos y tres temperaturas (2.5, 5y 10min) y
(20, 40 y 60 °C) (Cuadro 14). Los datos obtenidos en estos experimentos se analizaron por medio
de un modelo factorial completo para encontrar el punto de mayor obtencién de flavonoides. Se
encontraron diferencias significativas en el analisis de la varianza (p<0.0001), con el tiempo y la
temperatura influyendo en la variable respuesta. Con la prueba de Tukey para el factor tiempo, se
obtiene que la mayor recuperacion de flavonoides se alcanzdé en 10min de tratamiento con
120mgEQ/g de extracto seco.

Se analizd de igual manera la temperatura, en donde se encontré que las temperaturas
intermedia y alta no presentaron diferencias significativas, siendo la de 40 °C la de mayor
recuperacion de flavonoides totales con 120.87 mgEQ/g de extracto seco. Se realizO una

comparacion de medias para la interaccion de los factores, con el fin de encontrar la combinacion
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que permitiera la mayor obtencién de flavonoides totales expresados en mgEQ/g de extracto seco.
En la Ffigura 24 se muestran los valores de las medias de las combinaciones de los factores, en
donde se observa que las interacciones del tiempo de 10min con la temperatura intermedia de 40
°C y alta de 60 °C, fueron en las que se puede encontrar un mejor rendimiento de obtencion de
flavonoides. La combinacién de 10min/40 °C arroj6 un maximo de 124.04+2.5 mgEQ/g de
extracto seco. La cantidad de flavonoides obtenidos por ultrasonido es consistente con los
recuperados por maceracion, sin embargo, no superan la cantidad prospectada por el DSR de

162.5mgEQ/g en extracto seco.

Cuadro 14. Condiciones experimentales y resultados para extraccion por ultrasonido.

Factor tiempo h (3

[ 2.5, 5y 10min
niveles)
Condiciones de
experimentacion Factor
temperatura °C (3 20, 40y 60 °C
niveles)

Tiempo 10min

Factorial completo Mejor interaccion Temperatura 40°C

Respuestas de Nueva
Experimentacion por
factorial completo

Rendimiento

. 0412,
Maximo 124.04+2.5 mgEAG/g
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Flavonoides totales
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* Los tratamientos con letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05)

Figura 24. Valores de flavonoides totales de la interaccion entre los factores para la extraccion
por ultrasonido (+ 2.5E.E)
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8. CONCLUSIONES
En cuanto al %R por maceracion se paso de un 3.8 prospectado por la MSR a un 4.23%.
Por su parte el %R de el tratamiento por ultrasonido fue de 5.1% a una temperatura de 40
°C y un tiempo de 5 minutos, siendo esta una optimizacion del proceso y del rendimiento.
Para la actividad antioxidante, el analisis por MSR aportd informacion para lograr la
optimizacion de algunas de las variables respuestas como el porcentaje de actividad
antioxidante que pasé de un maximo de 82.39% a un 90.91% (un 8.52% mas de actividad
antioxidante) en la extraccion por maceracion; mientras que para ultrasonido se pudo
obtener un 92.99% de actividad antioxidante (un 10.6% mas de actividad antioxidante con
respecto a los datos preliminares de maceracion y un 2.08% al dato de optimizacion) en
solo 5 minutos.
En la cuantificacion de fenoles totales para maceracion se logro obtener 3331.88 mgEAG/g
a una temperatura propuesta de 46 °C por 20h de maceracion, lo que aumento
1130.98mgEAG/g de extracto seco, lo que sugiere que se logro una optimizacion de los
resultados en la extraccion de fenoles totales.
En cuanto a la extraccién de fenoles totales por ultrasonido, se extrajeron 1948.2mgEAG/g
de extracto seco a una temperatura de 20 °C con 5min de extraccion, que con respecto a lo
prospectado fue menor en 252.7mgEAG/g de extracto seco; aunque por el hecho de ahorrar
considerable cantidad de tiempo puede ser una buena opcion de extraccion, pero no la
Optima.
En los experimentos realizados para la determinacion del total de flavonoides extraidos por
maceracion de la corteza de Q. crassifolia se logré cuantificar un promedio de 124.1

mgEQ/qg de extracto seco a una temperatura de 20h a 46 °C, que no fue distinto a lo obtenido



por ultrasonido, por lo que, en funcién del mucho menor tiempo requerido, se recomendaria
el uso del ultrasonido.

e Los resultados del presente trabajo permiten establecer que al utilizar ultrasonido como
método de extraccion de compuestos fendlicos con actividad antioxidante de la corteza de
Quercus crassifolia, fue posible obtener una concentracién similar o mayor a la obtenida

con el método de maceracion.
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