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NOMENCLATURA

FSC: fluidos supercriticos

SC: Supercritico

EtOH: Etanol absoluto

MeOH: Metanol

SFE: Extraccion con fluidos supercriticos

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

ABTS: 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

TPTZ: 2, 4, 6 - tripiridil-s-triazina

TROLOX: acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametilcromo- 2- 4cido carboxilico
pmol ET/ g: micromoles equivalentes de trolox/ gramo de muestra seca
mg GAE/ 100 g: miligramos equivalentes de acido galico/ 100 gramos de muestra
ml: mililitro

ML: microlitro

mM: milimolar

g: gramo

o. densidad

mg: miligramo

N: Normal



RESUMEN

En la presente investigacion se buscé determinar la capacidad antioxidante y rendimiento
de extraccién en subproductos de guayaba (Psidium guajava L). La extraccion se efectu6
con CO, supercritico. El tamafio de particula de la muestra estuvo entre 250 - 500
micras, la muestra fue tratada con un flujo de CO, 10000 mL /min durante 6 horas. Como
parametro de estudio se vari6 temperatura (35, 40, 45, y 60 °C) y presion (100, 150 y 200
bares). Se determin6 un rendimiento de 3.45% (P: 150 bar, T: 45 °C). Se determiné que el
contenido de fenoles totales fue de 56,6 mg GAE/100 g (P: 100 bar, T: 60°C) usando el
método Folin-Ciocalteu. La cuantificacion de capacidad antioxidante se determiné
mediante los métodos ABTS y DPPH los mayores valores fueron: 82.11 umol ET/g (P:
200 bar, T: 35°C) 68.7 umol ET/g (P: 200 bar, T: 60°C) respectivamente.

Palabras clave: capacidad antioxidante, guayaba, rendimiento, subproductos, tamafio de

particula, fluidos supercriticos.



ABSTRACT

In the present investigation the aim was to determine the extraction yield and the
antioxidant capacity related to supercritical extracts of guava (Psidium guajava L) by-
products consisted of skin with added pulp. Extraction was performed with supercritical
carbon dioxide at different conditions. The particle size of the sample was between 250 to
500 microns, the samples were treated with a continuous flow of carbon dioxide (10000
mL/min at standard conditions) for 6 hours. The parameters tested were temperature 35,
40, 45, and 60 °C, pressure 100, 150 and 200 bar. The major extraction yield 3.45% was
obtained at 150 bar and 45 °C. In all cases, the extraction time was observed to be
conditionating, for this all extraction were performed during the same time.

The highest content of total phenols, using the Folin-Ciocalteu method, was 56.6 mg
GAE/100 g ext at 100 bar and 60°C. The quantification of antioxidant capacity, determined
by ABTS and DPPH methods, shown values of 82.11 mol TE/g for 200 bar and 35°C; and
68.7 mol TE/g for 200 bar and 60°C, respectively.

Keywords: antioxidant capacity, guava by-products, supercritical extraction



INTRODUCCION

La busqueda de alimentos funcionales y nutracéuticos, es un reto para la ciencia y
tecnologia de los alimentos, y la farmacéutica. Las frutas son especies que cumplen con
estas caracteristicas. Las frutas como alimentos son fuente potencial de antioxidantes la
guayaba (Psidium guajava L.) es un ejemplo (Zapata et al, 2013). Los antioxidantes son
sustancias quimicas que inactivan los radicales libres o inhiben su produccién, impidiendo
asi el deterioro en las células, estos ceden un electron al radical libre, oxidandose y
transformandose en un radical libre débil que es menos reactivo (Gémez et al, 2011). El
interés en las propiedades antioxidantes de las frutas es reciente, algunos autores han
evaluado la capacidad atrapadora de radicales libres y el contenido de fenoles de frutas
tropicales como mora, mango, guayaba, granadilla, fresa, maracuya, uchuva, lulo, pifia,
mortifio entre otros (Zapata et, al 2013). La guayaba (Psidium guajava L.) es una fruta
tropical perteneciente a la familia Myrtaceae consumida tanto fresca como procesada en

forma de pulpas, jugos, mermeladas y conservas (Marquina et al, 2008).

El estudio de antioxidantes naturales ha cobrado un papel importante como resultado de
su relacién directa con la disminucién del riesgo a sufrir y/o desarrollar enfermedades
coronarias, cancer, entre otras. Diversas investigaciones muestran que los frutos de
guayaba tienen aportes importantes en vitamina C, en compuestos fendlicos y que su
ingesta puede contribuir a una adecuada actividad antioxidante. De otro lado, es claro que
tanto el contenido de este tipo de sustancias, como la actividad antioxidante pueden ser
diferente dependiendo de la variedad de guayaba en estudio (Rojas-Barquera, 2009). En
la produccién de puré de guayaba se genera gran cantidad de subproductos; alrededor
del 25 % del peso total de la fruta se desecha, estos provienen de las diferentes etapas de
produccion: trituracién 5 %, refinaciéon 12 % y tamizado 8 %. Estos subproductos se
convierten en un grave problema para la industria alimentaria, debido a que se debe

incurrir en gastos adicionales para su eliminacion y/o manejo (Narvaez-Cuenca 2009).

En la actualidad se utilizan diversas tecnologias para extraccion de antioxidantes con la
finalidad de usarlos en la industria alimentaria. La extraccion con fluidos supercriticos
(FSC) es una técnica recientemente aplicada en alimentos, presenta algunas ventajas

ante los métodos tradicionales, como el uso de bajas temperaturas, mejoramiento de



calidad, periodo reducidos de extraccion y reduccion del consumo de energia (Castro-
Vargas et al 201).

Este trabajo tiene por objeto extraer con CO, SC los compuestos lipofilicos y evaluar la

capacidad antioxidante en sub productos de guayaba (Psidium guajava. L).



OBJETIVOS

Propdésito u objetivo de lainvestigacion.

» Evaluar el aprovechamiento de los recursos vegetales a través de la extraccion
supercritica de antioxidantes lipofilicos en subproductos de guayaba “Psidium

guajava L.”
Componentes u objetivos especificos de la investigacion.

» Extraccion de antioxidantes en subproductos de guayaba (Psidium guajava L.)
empleando CO, SC como solvente y determinacién del rendimiento de extraccion.

» Determinacion de antioxidante en los extractos de los subproductos de guayaba
mediante métodos in vitro DPPH y ABTS.

» Determinacion del contenido de fenoles totales de los extractos mediante método

de Folin-Ciocalteu.



CAPITULO |

FUNDAMENTO TEORICO



1.1 Origen de guayaba (Psidium guajavaL.).

Proviene del idioma griego "psidion", significa granada por la apariencia entre sus frutos.
El origen es incierto pero se sabe por referencias que se ubica en Mesoamérica Fue
diseminada por los espafoles y portugueses a todas las zonas tropicales del mundo
donde se ha naturalizado con ayuda de los pajaros (Concha, 2012). La Guayaba
corresponde a la familia de las Mirthceas del griego que significa myrtos, perfume, y es
emparentada con algunas especies como: Arrayan, Feijoa, Jaboticaba, y Pomarrosa.

Crece en forma silvestre desde México hasta Brasil y Peru (Flores lturralde, 2012).

La planta de guayaba se produce en varias areas tropicales del continente americano.
Existen investigaciones arqueoldgicas que datan de 5,700 y 3,000 a.c. de restos
organicos, que se cultivaba en La Paloma, en el Valle de Chilca (Pera); también existen
referencia de su cultivo en Centroamérica hasta la Amazonia y los Andes. El nhombre
Guayaba viene de la lengua de los tainos, esta cultura cultivaba el arbol junto de sus
casas porque sabian sus propiedades alimenticias. Ellos ingerian la fruta fresca,
elaboraban vinos exquisitos y perfumados, las hojas utilizaban para elaborar un jarabe
que servia para aliviar el dolor de estbmago, la madera se utilizaba para hacer arcos,
flechas, cucharas y otros utensilios. (Flores Iturralde, 2012)

Las requerimientos climatolégicos comprende una precipitacion de 1000 - 2000 cm?® /h por
afio, entre 800 y 2000 m.s.n.m. de altura con temperatura promedio de 18 °C, humedad
relativa de 78% y el pH del suelo debe de estar entre 5,0 y 6,0 (Castillo Ulloa, 2011). La
fruta de guayaba concibe forma de baya ovoide de 5 cm de diametro, en el mesocarpio
(pulpa) se encuentran pequefias semillas y varia de color dependiendo de la variedad.
Las flores surgen en la base de las hojas con gran conjunto de estambres y un unico
pistilo. La forma del fruto depende de la variedad, al igual que el color de la pulpa y la
corteza (Kowalczewski et al, 2010).

1.2 Produccién de guayaba.

La guayaba estd catalogada entre el grupo de frutos mas producidos en el mundo. La
produccion mundial de guayaba esta distribuida en zonas tropicales de todo el mundo.
México produce el 50%, y un 25% producen Colombia, Egipto y Brasil (Yam Tzec et al.,
2010).



Produccion mundial de guayaba en el 2011 fue de 39 millones de toneladas métricas
segun FAO y en Ecuador en 2012 fue de 1.353 toneladas métricas (INEC, 2012).

1.3 Composicion del fruto de guayaba.

La guayaba es una de las frutas con mayor contenido vitaminico se estima que tiene 16
vitaminas diferentes. Contiene minerales como el calcio, fésforo, hierro; sustancias
albuminoides, acido tanico, vitamina A, B1, B2, B3 y C(Agila Bustos, 2013). El contenido
de vitamina C, en ocasiones sobrepasa los 400 mg / 100 g pulpa. Esto puede estar
asociado a la forma de cultivo, el estado de madurez del fruto y a la época del afio

(Concepcibn et al., 2005).

Tabla 1. Composiciéon quimica del fruto de guayaba

Componente Contenido en porcién de
100 g
Humedad 81.2 %
Proteina 11g
Grasa 0.2g
Carbohidratos 10g
Fibra 6.89
Volatiles 0.7 mg
Calcio 33 mg
Fosforo 15 mg
Hierro 1.2mg
Sodio 23 mg
Potasio 12 mg
Beta caroteno 60 ug
Vitamina B1 10 ug
Vitamina B2 0.05 ug
Niacina 1.1 mg
Vitamina C 152 mg
Energia total 46 calorias

Fuente:(Cabezas G, 2010).

1.4 Compuestos extraidos empleado diferentes métodos de extraccion.

En la presente tabla se presenta diferentes técnicas de extraccién aplicadas a algunas
variedades de guayaba los compuestos difieren segun el origen geografico y el método de

extraccién aplicado (Ledn Sinuco, 2009).



Tabla 2. Compuestos presentes en el fruto de guayaba.

Método Variedad de Compuestos Bibliografia
guayaba, origen
geografico

HS-Dinamico Cortibel (Brasil): Aldehidos C6, ésteres, (Soares et

(muestreo por monoterpenos, sesquiterpenos al, 2007)

espacio de (cariofileno).

cabeza)

Extraccion con Lucknow-49 (India) Acidos C2, C4 y C6, aldehidos | (Toth-

solvente C6, ésteres, benzoato de metilo y | Markus et

simultanea benzoato de etilo. al, 2005)

(DES)

Ultrasonido Indefinite (Jakarta- Cinamico, acetato de (2)-3- | (Fernandez
Indonesia) Pulpa hexenilo y alcohol cinamilico. y | et al, 2001)
amarilla aldehidos C6 como (E)-2-hexenal

y hexanal.

Microextraccion Indefinida (Francia) Compuestos C6, aldehidos, (Paniandy

fase sélida (HS- esteres y lactonas et al, 2000)

MEFS)

Extraccion Palmira ICA-1y Glum | Acetato de cinamilo, acetato de | (Quijano et

Liquido-Liquido Sali (Colombia) (2)-3-hexenilo y alcohol | al, 1999)

cinamilico. hidrocarburos y
aldehidos C6 como (E)-2-hexenal
y hexanal

Destilacion al Indefinida (Taiwan) 1,8-cineol,(E)-2-hexenal y (E)-3- | (Chyau et

vacio-extraccion | Pulpa blanca hexenal hexanoato de etilo y al, 1992)

con solventes maduras e acetato de (Z)-3-hexenilo.
Inmaduras Cariofileno presente en la

cascara

Hidrodestilacion | Indefinida (Nigeria- Sesquiterpenos y acidos grasos (Ekundayo
Africa) de cadena larga C8-C16. et al, 1991)

Extraccion con Indefinida (El Cairo- Aldehidos C6, ésteres C3-C18 (Vernin et al

solventes Egipto) 1991)

Extraccion Indefinida (Isla Compuestos C6 (aldehidos, (Nishimura

Liguido-Liquido Amammi-Japoén) alcoholes y acidos), et al 1989)

Alcohol cinamilico

acetato de 3-fenilpropilo
Destilacion Indefinida (Brasil) Norisoprenoides: 4-oxo-dihidro- (Idstein et
Extraccion al beta-ionol al, 1985)

vacio Liquido-
Liquido




1.5 Compuestos bioactivos.

La capacidad antioxidante presente en un fruto depende de sus diferentes compuestos
bioactivos: fendlicos, carotenos, antocianinas y &cido ascérbico. Es decir aportan su
potencial antioxidante. La madurez del fruto influye en el contenido de compuestos
bioactivos, por que durante la madurez se sintetizan en mayor grado aumentando la
capacidad antioxidante. Los compuestos bioactivos presentes en mayor cantidad en pulpa
de guayaba son: Polifenoles totales, carotenoides y vitamina C (Carrasco, 2008 ; Ramirez
and Pacheco, 2011).

1.6 Tecnologias y métodos de obtencidn de extractos naturales.

Para extraer un extracto se debe identificar el tipo de matriz vegetal. El proceso de
extraccion se constituye fendmenos quimicos: interaccion molecular del disolvente con los
compuestos de la matriz vegetal y fisicos: difusion de compuestos de la pared celular
(Vinatoru, 2001)

1.6.1 Método de extraccién con disolventes.

Este método consiste en la seleccion de disolventes adecuados, temperatura y agitacion,
con el proposito de incrementar la solubilidad de la matriz vegetal y aumentar la tasa de
trasferencia de masa (Gao and Liu, 2005). En este método se utiliza disolventes con base
soluble, por lo general agua y disolventes organicos. En procesos industriales la
extraccion de compuestos se realiza en procesos continuos mezclando disolventes

organicos y acuosos permitiendo el intercambio iénico (Azuola et al., 2007).

1.6.2 Método de extraccion por Soxhlet.

Consiste en un proceso fisico quimico mediante la recirculacion del vapor condensado

que pasa por un sifon a través de la fuente del disolvente que se encuentra en
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evaporacion continua arrastrando los compuestos presentes en la matriz vegetal. Para la

recuperacion del compuesto deseado se evaporar el solvente(Caldas, 2012).

1.6.3 Método de extraccion por destilacion.

En este método el material vegetal es mezclado con agua, sometido posteriormente a
calentamiento o a una corriente de vapor (Vinatoru, 2001). Los compuestos son
arrastrados por el vapor. Para este método se requiere: un generador de vapor, un reactor
0 camara de extraccion, un condensador y un vaso florentino. Es un método sencillo,
econdémico. Requiere largos periodos de tiempo y en algunos casos se obtiene bajos

rendimientos (Peredo et al., 2009)

1.6.4 Tecnologia de extraccion por ultrasonido.

El ultrasonido (US) se fundamenta en el fendmeno de cavitacion, consiste en formacion,
crecimiento y colapso de burbujas de vapor o gas debido al efecto del campo ultrasonoro
dentro del liquido. Se emplea ondas de una frecuencia determinada que facilitan la

extraccion de los compuestos bioactivos del material vegetal (Rodriguez-riera et al., 2014)

El mecanismo de extraccion de los compuestos se produce por rompimiento de la pared
celular en consecuencia se liberan los compuestos de la célula. Esta tecnologia asistente
se ha reportado como mas ventajosa en comparacion con la técnica de extraccion con
solventes (A, Robles-Ozuna L E, 2013).

1.6.5 Tecnologia de extraccién por microondas asistida.

El principio de esta técnica se basa en la absorcion de energia de la muestra producida
por un microondas, esto incrementa la temperatura y la presion, permitiendo la difusion de
los componentes desde la matriz hasta el disolvente que rodea la muestra (Lopez et al.,
2000).

Las microondas son una radiacidon no-ionizante (frecuencia de 300 a 300000 MHz)

causando el movimientos molecular por migracién de iones y rotaciéon de dipolo. La
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rotacion dipolar hace referencia al alineamiento, debido al campo eléctrico, de las
moléculas de disolvente y de la muestra, por los momentos dipolares. (Pino Estévez,
2004). Permite una extraccion selectiva de principios activos en matrices vegetales se
fundamenta en el calentamiento selectivo produciendo friccibn molecular debida a la
alineacion de iones y dipolos al campo eléctrico. Se necesita una frecuencia de 2,45 GHz
(Mosquera et al., 2012).

1.6.6 Tecnologia de extraccion por fluidos supercriticos (FSC).

Es una técnica amigable con el medio ambiente, rapida y segura, con minimo empleo de
disolventes liquidos. Las ventajas, fraccionamiento de los compuestos extraidos mediante
la despresurizacion en etapas, lo que se designa precipitacion selectiva, la reutilizacion
del FSC en diferentes procesos constituyendo un alto ahorro de costes, y la eliminacion
del fluido del extracto por simple descompresién, (lllera, 2012). Esta tecnologia utiliza
fluidos supercriticos, los mismos que se encuentra a temperatura y presion superiores a
los valores correspondientes al punto critico. Las densidades de los FSC son cercanas a
los liquidos, lo que influye en la solubilidad. La viscosidad es proxima a los gases,
facilitando la movilidad de los compuestos(Ovejero, 2008).Los fluidos empleados como
solventes de extraccion supercritico son: diéxido de carbono, propane, agua, amoniaco,
hexano, etileno, tolueno y el 6xido nitroso. De los cuales el dioxido de carbono es més

empleado (Esquivel and Bernardo-Gil, 1993).

La aplicacion industrial con Extraccion Supercritica (FSC) principalmente en los alimentos
se ha desarrollado en los ultimos 20 afios, es muy usado en el descafeinado de café, té y
obtencion de aromas en frutas(Calero Consuegra, 2011;Mufioz et al., 1999). EI CO, en
estado supercritico puede ser empleado en extraccibn de productos nutracéuticos,
funcionales y alimenticios, lo que en la actualidad es de importancia relevante por el

aporte beneficioso a la salud (Rodriguez et al., 2004).

1.7 El di6éxido de carbono (CO,) como solvente supercritico.

El empleo de CO, para realizar extracciones esta registrado como una tecnologia limpia

permite conservar las propiedades nutricionales y funcionales intactas (Mendiola et al.,
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2009). ElI CO, se sometido a condiciones de temperatura y presion por encima de su
punto critico (presion 72 bar y temperatura 31.1°C), a estas condiciones se logra obtener
un fluido con elevado coeficiente de difusividad y una viscosidad mas baja que los
liquidos, consiguiendo una mejor penetracion en las matrices solidas y aumentando la
disolucion de componentes quimicos durante los procesos de extraccion (Morillo and
Castillo, 2010; Mendiola, 2008).

El CO, como fluido supercritico es el mas estudiado por el cumplimiento de propiedades
fisicoquimicas; densidad y punto critico, excepcién de su polaridad que, en principio, limita
su poder como solvente para extraer sustancias polares (Mendiola, 2008).

1.8 Proceso de extraccidon con fluidos supercriticos.

El proceso de extraccion, al igual que las extracciones con disolventes liquidos, puede
producirse en forma estatica o de forma continua. En la extraccién estatica, la celda de
extraccion es presurizada con el fluido en estado supercritico conservando cerrada la
valvula de salida del extractor. Una vez concluida la extraccion, la misma valvula es
abierta, permitiendo el paso de los fluidos con los analitos extraidos al sistema de
coleccion. En la extraccién dinamica, el fluido en estado supercritico se deja fluir de
manera continua a través de la celda de extraccion, conservando las valvulas de entrada

y salida abiertas del extractor durante todo el tiempo de extraccion.

El sistema de extraccion de Fluidos Supercritica consiste: bomba de alta presion, celda de
extraccion, zona de descompresion y sistema de coleccion de los analitos (Valverde,
2002).

1.9 Determinacién de fenoles totales y capacidad antioxidante (ABTS, DPPH).

Para la determinacion de fenoles totales se emplea el método espectrofotométrico
desarrollado por Folin y Ciocalteau, se fundamenta en su caracter reductor de radicales
libre. Se emplea una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio
bésico, el mismo se reducen al oxidarse con los compuestos fendlicos, originando 6xidos

azules de wolframio (Wg O53) y molibdeno (MogO,3). (Kuskoski et al., 2005).
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La capacidad antioxidante se emplea el método de DPPH, desarrollado por (Brand-
Williams et al 1995) con modificaciones Rojano et al, (2008a). Consiste en reducir el
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en la 2,2 difenil 1 pricril hidracina, por la accion
antioxidante de compuestos que contienen grupos —OH que decoloran dicho reactivo
(Echavarria et al., 2009).

El método de ABTS descrito por (Arnao et al., 2001) es un cation radical estable debido a
su capacidad de deslegalizar el electron desapareado entre los &tomos de nitrégeno de su
estructura. EI ABTSe+ reacciona con los compuesto polifendlico (trolox se usa de
referencia), entre mayor es la actividad antioxidante presente en el extracto mayor es la

decoloracién debido a la reduccion(Gaviria Montoya et al., 2009).

El método ABTS mide la actividad antioxidante de compuestos de caracteristica hidrofilica
y lipofilica, y el DPPH solo puede disolverse en medio organico. El método ABTS y DPPH
permite medir la transferencia de protones y electrones del compuesto polifendlico.
(Kuskoski et al., 2005).
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MATERIALES Y METODOS
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Las pruebas de la presente investigacion fueron desarrolladas en el Lab. Alimentos de la
UTPL con la finalidad de determinar; rendimiento, fenoles totales y actividad antioxidante

en sub producto de guayaba (Psidium guajava L.).

2.1 Materiales.

2.1.1 Muestras.

Para la investigacién se utilizd el subproducto de elaboracion de jugos de guayaba
(Psidium guajava L.) correspondiente a piel, pulpa y semillas adheridas, los mismos que
fueron proporcionados por la empresa Agroficial de la ciudad de Guayaquil (figura.1) en el

afio 2013 la cual se mantuvo en congelacion -20°C hasta la realizacién el presente trabajo.

Figura 1. Ubicacion geografica de la provincia de Guayaquil.

Fuente: (Google Maps, 2015).

2.1.2 Reactivos.

Extraccion con fluidos supercriticos: CO, grado alimento (pureza 99,9 %) (INDURA),
etilenglicol (LAQUIN S. A).

Fenoles Totales: Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich) cédigo: 452323 (PubChem, 2015),
carbonato de sodio (Merck) c6digo:10340 (PubChem, 2015), &cido galico (Sigma) codigo:
370( PubChem, 2015), metanol cédigo: 887 (Methanol, 2015)(Panreac Quimica S. A).
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ABTS: 2,2-azinobis (3 - etilbenzotiazolin - 6 — sulfonico) (Sigma), persulfato de potasio
(Sigma- Aldrich), (acido 6 — hidroxi — 2, 5, 7, 8- tetrametilcromo- 2- &cido carboxilico)
codigo: 9570474( PubChem, 2015) Trolox (Aldrich Chemistry).

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (Sigma), (acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametilcromo- 2-
acido carboxilico) cédigo: 2735032 (DPPH, 2015)Trolox (Aldrich Chemistry) cédigo: 40634
( PubChem, 2015).

2.1.2 Extraccion con fluidos supercriticos.

Para la extraccion de los compuestos lipofilicos presentes en subproductos de guayaba
(Psidium guajava L.) se trabajo variando las temperaturas de 35, 40, 45 y 60 °C,
presiones de 100, 150 y 200 bares, con un flujo de 10000 mL CO,/min (medido en
condiciones ambientales) durante seis horas, Estas condiciones se definieron con
anterioridad mediante ensayos previos. Cada cierto tiempo se tomaron muestras para
determinar la cinética de extraccion. En la figura. 2 se indican las diferentes partes del

equipo de fluidos supercriticos mediante un diagrama de flujo.

Resistencias

(Ps)

V3

> Separador

Extractor

Wa

Nomenclatura de accesorios
P1, P2, P3, P4 = Manometros
V1 = Valvula de paso

V2 = Valvula micrométrica

V3 = Valvula reguladora
V4 = Valvula de paso
TIC = Controlador indicador de temperatura

o
8
\
Extracto

Figura 2. Diagrama de flujo del equipo de fluidos supercriticos.

Fuente: Equipo de fluidos supercriticos del laboratorio de Alimentos de la Universidad Técnica
Particular de Loja.
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2.1.3 Descripcion del proceso de extraccion supercritica.

Para la utilizacion del equipo de fluidos supercriticos (FSC) primero se conecta
correctamente las tuberias y controladores eléctricos. Se establece la temperatura a
trabajar en la estufa y se verifica que la temperatura establecida coincida con controlador
(TIC), se abre la valvula de la parte superior del cilindro de CO, para la circulacién del gas
por la tuberia hasta el extractor, la presidn empieza a incrementarse, y se verifica con el
mandmetro (P1) registre minimo 56 bares para abastecer al sistema la presién deseada.
Se enciende la bomba y dependiendo del requerimiento de presion a alcanzar se
manipula manualmente la bomba (P2) regulando con la valvula micrométrica a la salida
del extractor, midiendo el valor de presién con el mandémetro (P3) hasta que llegue al valor
deseado, luego se abre dicha valvula micrométrica (V2) el flujo de CO, se regula con la

valvula back pressure ubicada luego del separador hasta que sea de 10 000 ml CO,/min.

Se debe revisar la temperatura de las resistencias ya que al abrir la valvula micrométrica
el gas se expande adiabaticamente, y se produce una variacién en el separador por el

efecto Joule-Thomson (Gafaan, 2014).

Establecidas las condiciones de presién y temperatura, se procede a abrir la valvula de
control manual (V3) para permitir el paso del gas comprimido del separador, esto nos
ayuda a fijar la presion del separador (P4) en 30 - 35 bares, a esta presion se logra
separar los extractos lipofilicos del CO, en el que estan disueltos. Estabilizado el equipo
en las condiciones fijadas de temperatura y presion, se inicia con la extraccion en un
proceso continuo de un periodo de tiempo de 6 horas. Al mismo periodo se lo divide en
los siguientes tiempos: en la primera hora se subdivide en 15 y 30 minutos en los cuales
se recoge muestras, posterior a esto se recogen muestras cada hora obteniendo al final

de la extraccion un total de 8 muestras.
A continuacion en la figura 3 se presenta una fotografia del equipo de fluidos

supercriticos, que se encuentra en el laboratorio de Alimentos de la Universidad Técnica

Particular de Loja.
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Contador de

Control O,

Cilindro de
CO:

Estuf;
sl Bomba de

CO2

Bario
enfriador

Figura 3. Fotografia del Equipo de FSC ubicado en el laboratorio de alimentos
de la Universidad técnica Particular de Loja.

Culminado el proceso de extraccion, se apaga la bomba, y se procede a cerrar la valvula
del cilindro de CO, para despresurizar el equipo a las mismas condiciones que se trabajo
de la extraccion, realizado esto se procede a desmontar el extractor y separador del
equipo.

2.2 Métodos.

2.2.1. Tratamiento de la muestra.

Los subproductos fueron sometidos a un proceso de deshidratacion para lograr un
porcentaje de humedad 4%, utilizando aire caliente a temperatura de 45 — 50 °C por un
tiempo de 36 horas, para este fin se us6 un secador de bandejas Ecuapack. Se triturd
utilizando un molino vibratorio de discos Retsch. Posteriormente se tamizo en tamices
Analysensieb (modelo DIN 4188) hasta obtener un tamafio de particula entre 200 — 250
micrometros (Pérez- Jiménez, J y Saura-Calixto 2007 ; Figueroa et al., 2012). Por ultimo
se almacend la muestra a — 20 °C por presentar compuestos termolabiles (Kong et al.,

2010). En anexo A se detalla el proceso de tratamiento de la muestra de guayaba
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2.2.2 Obtencién de extractos.

Para la obtencion de los extractos, se pesaron 20 g de muestra que se alimentaron en el
extractor, ocupando un volumen correspondiente a la mitad del recipiente; la muestra se
mezcld con perlas de cristal para evitar la formacién de grumos y distribuir uniformemente
la presion y el flujo de CO,, con esto se logra buen contacto entre el CO, y las particulas
de la muestra de guayaba durante el proceso de extraccion.

Se trabaj6 variando dos parametros de extraccion; temperatura (35, 40, 45 y 60 °C), y
presion (100, 150 y 200 bares), manteniendo constante el flujo volumétrico en 10000 mL

CO.,/min durante 6 horas.

El rendimiento de extraccion se determind con el peso acumulado de cada extraccion

dividido para el peso de la muestra alimentada en el extractor por cien (Ec. 1).

Peso del extracto obtenido

R (%) = x 100 Ec. (1)

Peso de muestra inicial alimentada

2.2.3 Cinética de extraccién supercritica.

Los datos obtenidos del rendimiento, contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante se los represento en graficas vs tiempo con la finalidad de observar el
comportamiento de la curva cinética y determinar el tiempo en que se obtuvo el mayor

rendimiento.

2.3. Determinacion de capacidad antioxidante.

Los extractos se diluyeron en metanol en concentracion de 1000 ppm (peso/volumen) se
sonicaron en un ultrasonido (Fisher Scientific Mod. FS 20D) hasta disolver por completo la

muestra en metanol.

2.3.1 Fenoles totales.

El contenido de fenoles totales de los extractos de cada extracciéon fue determinado

usando el método de Folin-Ciocalteu descrito por Thaipong et al., (2006). Se tomé 150 pL
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de muestra diluida, colocando en viales, adicionando 2400 uL de agua destilada y 150 L
de reactivo Folin Ciocalteu (0,25N). Agité durante 5 minutos, luego se agregaron 300 pL
de carbonato de sodio y se dej6 reposar durante 2 horas en oscuridad.

Para determinar el contenido de fenoles totales se utilizé 4cido galico como estandar, para
ello se prepararon diferentes concentraciones realizado una curva de calibracién. Los
estandares y las muestras se leyeron a una longitud de onda de 725 nm en el
espectrofotdmetro visible (serie 1330). Los resultados se expresaron en mg equivalente
de &cido galico por 100 gramos de muestra (mg GAE/100g muestra). En anexo B se
adjunta el diagrama del procedimiento.

2.3.2 Capacidad antioxidante: ABTS y DPPH.

a. ABTS.

Para determinar la capacidad antioxidante se emple6 método ABTS descrito por Arnao et
al ( 2001) con modificaciones de Thaipog et al (2006). Pesaron 40.6 mg de ABTS y 7 mg
de persulfato de potasio los cuales, aforados en 10 mL con agua destilada
respectivamente cada balén. Ambas soluciones se mezcldé y dejaron reposar por 12 h
para su reaccion, esta es la solucién patron (SP) de ABTS". La solucién de trabajo (ST) se
prepard a partir de 1 mL de SP disuelta en 60 mL de metanol a la cual se ajusto la
absorbancia hasta 1.1 £ 0.02 nm a una longitud de onda de 734 nm.

La preparacion de los extractos para su posterior analisis s describe a continuacion .
Tomaron 150 uL de muestra diluida mezclando con 2850 uL de solucién ST, se dejaron
reaccionar por 12 horas en la oscuridad, se ley6 en espectrofotometro visible (serie 1330).
A longitud de onda de 734 nm. Para la expresién y comparacion de los resultados se
utilizé trolox como estdndar a diferentes concentraciones para elaborar la curva de
calibracion. Los resultados se expresaron en pymol equivalentes de Trolox/g de muestra.

En el anexo C se adjunta el diagrama de procedimiento.
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b. DPPH.

Este método DPPH fue descrito por Brand-Williams et al., (1995) con las modificaciones
descritas por Thaipog et al (2006). Preparacién de solucién patrén (SP) se pesaron 24 mg
de DPPH aforandolos en 100 mL de metanol, manteniendo en refrigeracion a -20 °C hasta
el momento que se utilizé. La soluciéon de trabajo (ST) se obtuvo mediante la mezcla de
10mL de la (SP) antes preparada mas 45 mL de metanol, la ST se ajusté a absorbancia
de 1.1+0.02 leida a longitud de onda 515 nm en espectrofotometro visible (serie 1330).

Para evaluar la capacidad antioxidante de cada extracto de guayaba; se tomaron 150 pyL
de muestra diluida, mas 2850 uL de ST. Dejaron reaccionar por 24 horas en la oscuridad,
cada muestra fue leida a una longitud de onda de 515 nm en un espectrofotbmetro visible
(serie 1330). Para la elaboracion de la curva de calibracién se empled estandares de
trolox a diferente concentracion se muestra en anexo (2.1). Los resultado se expresa en
Mmol equivalentes de Trolox/g muestra. En anexo D se adjunta el diagrame de

procedimiento
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3.1 Rendimiento de extractos.

En la figura (a) estan representados los valores de rendimiento obtenidos de los procesos
de extraccién y en la figura (b) se representa la curva cinética de extraccion para las
condiciones con mayor rendimiento de extraccion de P 150 bar T 45 °C. Los resultados
fueron obtenidos durante el proceso de extraccion continua de seis horas variando
presion y temperatura. El tiempo representa un efecto positivo en la extraccién, por
producir mayor tiempo de exposicion con la matriz, es de suponer que a mayor tiempo se

incrementa los rendimientos (Arias , 2012).
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Figura 4. (a) Rendimiento (peso/peso) durante seis horas. (b) Curva de rendimiento (P 100 bar T
45°C)

El rendimiento més alto fue de 3.45% (P: 150 bar T: 45°C) y el menor de 1.62% (P: 200
bar T: 35°C). El mayor rendimiento se obtuvo en 180 minutos y las mejores condiciones
de extraccion fueron a 150 bar y 45 °C. En literatura se reporta un rendimiento de 19 %,
peso/peso en semillas de guayaba a condiciones de extraccion de (30 MPa T 40 °C)

(Castro-Vargas et al., 2010), al incrementar la temperatura se aumenta la solubilidad de
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los compuestos de la matriz vegetal y se extraen facilmente (Li, S., & Hartland, 1996 ;
Mendiola, 2008 ; Nivia et al., 2007)

3.2 Cuantificacion de fenoles totales

Los resultados de fenoles totales se expresaron en mg GAE/100 g muestra seca de
subproductos de guayaba (Anexo E), las siguientes figuras de 5 a 11, se representan a
diferente presion y temperatura las curvas cinéticas y graficos de barras que muestra el
rendimiento de fenoles totales. El proceso de extraccion FSC fue continuo manteniendo la
presidn o temperatura constante. Se aprecia la cinética de extraccion del rendimiento de
fenoles totales que decrece conforme se acerca al tiempo maximo de 6 horas. Se puede

apreciar que la curva toma tendencia lineal a temperatura de 60 °C o cercana a la misma.

Los graficos de barras muestran los porcentajes de cada condicion de extraccion
supercritical, en similitud a las curvas cinéticas las graficas muestran valores mayores a

temperatura cercanas a 60 °C.
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Figura 5. (a) Cinética a presion constante 100 bar (b) Rendimiento final de fenoles totales a
presion constante 100 bar (6 horas).
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Figura 6. (a) Cinética a temperatura constante 35 'C (b) Rendimiento final fenoles totales,

temperatura constante 35 °C (6 horas).
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Figura 7. (a) Cinética a presion constante de 150 bar (b) Rendimiento final de fenoles totales a

presién constante 150 bar (6 horas).
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Figura 8. (a) Cinética a temperatura constante 40 °C (b) Rendimiento final de fenoles totales a

temperatura constante 40 °C (6 horas).
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Figura 9. (a) Cinética a presién constante 200 bar (b) Rendimiento final de fenoles totales presion
constante 200 bar (6 horas).
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Figura 10. (a) Cinética a temperatura constante de 45 °C (b) Rendimiento final de fenoles totales
prisién constante 45 °C (6 horas).
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Figura 11. (a) Cinética a temperatura constante de 60 °C (b) Rendimiento final de fenoles totales
temperatura constante 60 °C (6 horas).

27



Como se puede apreciar en las graficas si aumentamos la temperatura y la presion el
rendimiento de fenoles totales fue mayor en comparacion de presiones y temperaturas
mas bajas que presentaron rendimientos menores. Si extraemos a mayor presion y
temperatura se aumenta la densidad del CO, supercritico con ello mayor rendimientos
fendlico, las presiones altas favorecen el desprendimiento de los compuestos presentes
en la matriz vegetal de los subproductos de guayaba (Castro-Vargas et al., 2010 ; Rosa
et al., 2005). En las extracciones realizadas de 45 y 60 °C las mismas que se mantuvieron
constantes mientas se varia la presion se obtuvieron los mejores rendimientos fenodlicos
(p<0.05), y en las presiones constantes de 150 y 200 bar registraron un significativo
incremento de fenoles. Castro-Vargas et al., (2010) ; Michielin, et al (2005).

A temperatura constante y variando la presion, las condiciones de extraccion de 60 °C y
100 bar se obtuvo el mas alto rendimiento de 56,6 mg GAE/100 g subproductos de
guayaba. Este resultado es comparado con Castro-Vargas et al., (2010).Que obtuvo un
valor de 794 mg GAE/100 g muestra de semilla (60 °C, 30 MPa) y 153+1 mg GAE/100 g
muestra de semilla (60 °C, 10 MPa) también se compara con resultados obtenidos
empleando como medio de extraccién solventes polares préticos condiciones normales,
Rojas Jiménez, (2014) reporta 4434 mg EAG/100 g BS y Rufino et al., (2011) 4330 mg
EAG/100 g BS. La diferencia de los resultados radica que el CO, es apolar disminuyendo

la extraccién de compuestos lipofilicos.

El rendimiento obtenido difiere en comparacién con resultados mayores reportados por
autores que en su investigacion emplearon presiones mas elevadas. En relacion de la
temperatura de 45 y 60 °C diversos autores coinciden que son idéneas (Castro-Vargas et
al., 2010; Nivia et al., 2007a).

3.3 Determinacién de capacidad antioxidante.

3.3.1 Método ABTS.

A continuacion se presenta en las figuras 11 a 18. En donde se puede apreciar la
tendencia que muestran las curvas a 300 minutos del proceso de extraccion se registran
valores elevados de capacidad antioxidante, sin embargo a medida que nos acercamos a

las seis horas la curva empieza a tener un curso lineal se puede ver en las graficas de
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valores altos del rendimiento de capacidad antioxidante en presiones de 200 bar o
cercanas a la misma.
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Figura 12. (a) Cinética presion constante 100 bar (b) Capacidad antioxidante por ABTS presion
contante 100 bar (6 horas).
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Figura 13. (a) Cinética temperatura costeante 35 °C (b) Capacidad antioxidante por ABTS
temperatura constante 35 °C (6 horas).
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Figura 14. (a) Cinética presion constante 150 bar (b) Capacidad antioxidante por ABTS presion
constante 150 bar (6 horas).
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Figura 15. (a) Cinética temperatura constante 40 °C (b) Capacidad antioxidante por ABTS
temperatura constante 40 °C (6 horas).
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Figura 16. (a) Cinética presion constante 200 bar (b) Capacidad antioxidante por ABTS a presion
constante 200 bar (6 horas).
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Figura 17. (a) Cinética temperatura constante 45 °C (b) Capacidad antioxidante por ABTS
temperatura constante 45 °C (6 horas).
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Figura 18. (a) Cinética temperatura constante 60 °C (b) Capacidad antioxidante por ABTS a
temperatura constante 60 °C (6 horas).
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La tendencia cinética de las diferentes extracciones indica que a mayor presion las curvas
se comportan mas lineales, significa que el CO, en estado supercritico extrajo mas
compuestos con capacidad antioxidante de la matriz vegetal a diferencia de las
extracciones con temperaturas bajas. Los graficos de barras muestras las mejores
condiciones de extraccion de 82.11 umol ET/g subproductos de guayaba, a 200 bar y 35
°C. En este caso se produce mayores resultados de capacidad antioxidante a presiones
altas; la misma singularidad presentan datos de 200 bares, 45 °C 78.88 y 150 bares, 45
°C 78.82 ymol ET/g subproductos de guayaba. Los valores son menores al comparar con
el resultado obtenido 211 umol Trolox/g subproductos base seca Rojas Jiménez, (2014)
184 pmol Trolox/g muestra cascara, Restrepo anchez, (2009); Espinal, (2010) (249 pumol
ETrolox/g BS) en comparacion con resultados de fruta de guayaba 6679,92 + 125,37 umol
Trolox Equivalente / 100 g de fruta fresca Zapata et al.,(2013). Mencionar que estos
autores usaron solventes proticos para extraccion de compuesto, favoreciendo extraer
compuestos lipofilicos de la matriz vegetal, mientras tanto el CO, que es empleado como

solvente para FSC presenta baja polaridad.

3.3.2 Método DPPH.

De la figura 19 a 25 se muestra la cinética y rendimientos de capacidad antioxidantes a
diferentes condiciones de extraccion FSC, manteniendo presion constante y variando la
temperatura o viceversa. En este método DPPH la cinética tiene tendencia a la misma
direccién, debido a los valores obtenidos en cada tiempo estos son muy cercanos, se
observa que hubo una trayectoria cinética distinta de extraccion a temperatura constante
de 60 °C.
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Figura 19. (a) Cinética presion constante 100 bar (b) Capacidad antioxidante por DPPH presién
constante 100 bar (6 horas).
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Figura 20. (a) Cinética temperatura constante 35 °C (b) Capacidad antioxidante por DPPH a
temperatura constante 35 °C (6 horas).
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Figura 21. (a) Cinética presién constante 150 bar (b) Capacidad antioxidante por DPPH a presién

constante 150 bar (6 horas).
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Figura 22. (a) Cinética temperatura constante de 40 °C (b) Capacidad antioxidante por DPPH
temperatura constante 40 °C (6 horas).
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Figura 23. (a) Cinética presién constante de 200 Bar (b) Capacidad antioxidante por DPPH a
presion constante 200 Bar (6 horas).
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Figura 24. Cinética temperatura constante 45 °C (b) Capacidad antioxidante por DPPH
temperatura constante 45 °C (6 horas).
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Figura 25. (a) Cinética temperatura constante 60 °C (b) Capacidad antioxidante por DPPH a
temperatura constante 60 °C (6 horas).

Al analizar los resultados obtenidos en la técnica DPPH en comparacion con los valores
de ABTS se observa que fueron menores a pesar de usar las mismas condiciones de
extraccién. En las gréficas de rendimiento se observé el aumento de capacidad
antioxidante entre mas altos son los valores de la presién, se pudo apreciar una pequefia
incidencia de la presion para el rendimiento final de capacidad antioxidante (Castro-
Vargas et al.,, 2010). El mejor rendimiento fue de 68.7 umol ET/g subproductos ( 200
bares, 60°C), el resultado difiere en menor grado a 81+12 umol Trolox/100g semilla
(40°C/10MPa) , 136+3mmol Trolox/100g semilla (60°C/10 MPa) Castro-Vargas et
al.,(2010). En comparacion con el tamafio de particula de muestra, es menor a 86,5 pmol
Trolox equivalentes/g subproductos base humeda (umol TE/g BH) Figueroa et al., (2012)

en este resultado se ha empleado solventes para la extraccion de extractos.
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CONCLUSIONES

El mejor rendimiento de compuestos lipofilicos en subproductos de la guayaba (Psidium
guajava L.) fue de 3.45 % a condiciones de extraccion de 150 bar 45 °C. El tiempo y
temperatura tuvieron un efecto positivo en el rendimiento final.

Los resultados de fenoles totales demostraron el mayor contenido de 56,6 mg GAE/100 g
subproductos, de guayaba a condiciones de operacion supercritica de 60 °C y 100 bar.

Los mejores resultados de capacidad antioxidante segun el método ABTS se obtuvieron
a condicion de extraccion de 200 bar 35 °C, 200 bar, 45°C y 150 bar 45°C 82.11 pmol
ET/g subproductos de guayaba.

El mejor resultado de capacidad antioxidante empleando el método DPPH es 68.7 umol
ET/g subproductos de guayaba en condiciones de extraccién supercritica de 200 bar 60
°C.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar en periodos de tiempo mas prolongados la extraccion con fluidos
supercriticos para mejorar el rendimiento de compuestos lipofilicos en subproductos de la
guayaba.

Al culminar esta investigacion se recomienda realizar un estudio analitico cuantitativo para
identificar compuestos presentes en los extractos lipofilicos obtenidos a diferentes
condiciones FSC.

Los subproductos de guayaba son fuentes aprovechables de antioxidantes, siendo
importante utilizarlos en la agroindustria.
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Anexo A. Esquema metodoldgico del tratamiento de materia prima muestra 'y FSC.

Tratamiento de materia
prima

Deshidratar
(T=40°C) por 48 horas

Trituracidon mecanica
>200-<250 pm

Almacenar (-20 2C)

Extraccion con fluidos
supercriticos

Pesar 20g de muestray
alimentar extractor.

Estabilizar el equipo (FSC) a
las condiciones de presiony
temperatura a trabajar.

Periodo de extraccién por 6
horas

Recolectar los extractos y
almacenar a -20 °C.
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Anexo B. Esquema de procedimiento de fenoles totales.

Fenoles Totales

v

Curva de calibracion

y

Pesar 50 mg de Ac.Galico

y

Aforar a 25 mL con MeOH

y

Medir alicuotas de O, 1, 2,
4,6,8mL

Y

Aforar a 10 ml con MeOH

|

Medir 150 pL de cada
aforo

y

Adicionar 2400 uL de H20
y 150 uL de Folin-
Ciocalteu a 0,25N

\|/
Agitar por 5 min y dejar
reaccionar por 3 min

\i

Adicionar 300 uL de
Carbonato de Sodio 1IN

y

Reaccionar por2hen la
oscuridad

y

Medir absorbancia a
longitud de onda
725 nm

J

Preparacion de
muestras

y

Medir 150 uL de
muestra

Y

Adicionar 2400 pL de
H20

v

Agreagar 150 uL de
Folin- Ciocalteu a 0,25N

J

Agitar por 5 min y dejar
reaccionar por 3 min

J

Adicionar 300 uL de
Carbonato de Sodio 1N

v

Incubar a Tamben la
oscuridad por 2 h

l

Medir absorbancias a
longitud de onda
725 nm
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Anexo C. Esquema de procedimiento del método ABTS.

ABTS
50|l’.ICi6n Solucién Curva de Preparacion
Patrén (SP) trabajo (ST) calibracion de muestra
ABTS
P 12,5 i
Solucién 1 Solucién 2 Mesclar 1 e Medir 150
Patron (S1) Patron (S2) me ae WL de
ml de SP Trolox muestra
con 60 ml
de MeOH
40,6 mg de 7mg Persulfato
ABTS de potasio Aforara 50 Agregar
mL MeOH 2850 L de
(ST) ABTS
Aforar en Aforar en Leer a 734 nm, y
10 ml H20 10 ml H20 ajustar hasta Medir
| | 1,1+0,02 alicuotas de Reaccionar
1,2,4,6,8 por2hen
mL oscuridad
Mezclar S1Y S2y
dejar reposar 12 h
Leera
longitud de
Aforara 10 &
onda de
ml ABTS 734 nm
Medir 150
uL de cada
aforo
Agregar
2850 plL de
(ST) ABTS
Reaccionar
por2 hen
oscuridad
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Anexo D. Esquema de procedimiento del método DPPH.

DPPH
| -

Solucion Solucion Curva de Preparacion
Patrén (SP) Trabajo (ST) calibracién de muestra
Pesar 24 Pesar 12,5 Medir 150

mg de Medir 10 mL mg de uL de
DPPH deSPy Trolox muestra
adicionar 45
\l/ mL de MeOH
Aforar a Aforar a 50 Agregar
100mL mL MeOH 2850 pL de
(ST) DPPH
MeOH Leera 734
nm, y ajustar X
hy ) Medir
asta Reaccionar
Almacenar en 1,1+0,02 1,2,4,6,8
refrigeracion mL por2hen
oscuridad
Leer a
longitud de
Aforara 10 & da d
| MeOH onda de
m 515 nm
Medir 150
pL de cada
aforo
Agregar
2850 plL de
(ST) DPPH
Reaccionar
por2 hen
oscuridad
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Resultados de extraccion con fluidos supercriticos.

Tabla 3. Rendimientos de extraccion de fluidos supercriticos en un tiempo de seis horas.

Condiciones | Muestra | Extracto | Rendi media Desviacion Coef.
T P inicial | obtenido | Miento Variacion
Q)| ®an 1 (g) @) %

35 | 100 15004989 | 0.46995 | 2,34 2.23 0.15 6.97
35 | 100 15007840 | 0.42606 | 2.12

35 | 150 | 55.04664 | 0.34188 | 1.70 1.85 0.19 10.40
35 | 150 ) 55,0050 | 0.39397 | 1.97

35 | 200 | 5501005 | 0.31473 | 1.57 1.62 0.07 4.78
35 | 200 | 5401410 | 0.33693 | 1.68

40 1 100 1 5001357 | 0.46498 | 2.32 2:20 0.17 [ae
40 1 100 15503572 | 0.41838 | 2.08

40 1 150 15001357 | 0.47134 | 2.36 2.38 0.02 1.18
40 1 150 15500750 | 0.47968 | 2.40

40 | 200 | 5601499 | 0.60794 | 3.04 2.97 0.09 3.09
40 | 200 | 5605730 | 0.58381 | 2.91

45 | 100 156 06853 | 0.37366 | 1.86 1.85 0.01 0.76
45 | 100 15607860 | 0.37082 | 1.84

45 | 150 15004118 | 0.67823 | 3.38 3.45 0.09 2.86
45 | 150 15004435 | 0.70530 | 3.52

45 | 200 | 5605680 | 0.42970 | 2.14 2.28 0.19 8.68
45 | 200 15004743 | 0.48524 | 2.42

60 | 100 | 5505063 | 0.52586 | 2.62 2.65 0.4 1.86
60 | 100 |55 04048 | 0.54034 | 2.69

60 | 150 15002740 | 0.49786 | 2.49 2.52 0.04 1.68
60 | 150 15003273 | 051014 | 2.55

60 | 200 15008624 | 0.37794 | 1.88 1.89 0.02 L1
60 | 200 | 5508980 | 0.38275 | 1.91
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Calculo de rendimiento de extractos.

R(%) _ peso extracto obtenido x100 —> R(%) — mx10022.34
peso de muestra inicial alimentada 20.04989
Anexo E. Cuantificacion de fenoles totales.
Tabla 4. Datos de curva de calibracién de fenoles totales.
P. acido galico (g) PM Riqueza | Aforo C. Solucién

(g/mol) (%) (ml) patrén (mg/L)

0.5002 170 99 25 1980.792
Alicuota Aforo AG Sefial 1 Sefial2 | Sefial3 | Promedio

(ml) (ml) (mg/L)

0 10 0.00 0.008 0.008 0.009 0.0083
0.05 10 9.90 0.058 | 0.059 | 0.058 | 0.0583
0.1 10 19.81 0.097 0.097 0.097 0.0970
0.2 10 39.62 0.179 0.179 0.180 0.1793
03 10 2942 | 0264 | 0265 | 0.264 | 0.2643
0.4 10 79.23 0.352 0.353 | 0.352 0.3523
0.5 10 99.04

0.393 0.392 0.392 0.3923

Concentracién de solucion patrén

C=(0.0502052>i<099) X (1001(iml) X 1001(?gmg = 1980.792 mg/L

Determinacion de concentracién de estandares de curva de calibracion

mg
C1V1=C2V2%C2=%% determinacion de estandar 0.05 C,= 1980'79210 n{ixo'osmL

=9.90mg/L
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Absorbancia

o
w

o
N

o
=

0

Curva de calibracion

y = 0,0039x + 0,0185
R2=0,9971
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
mg/L

Determinacion de concentracion de fenoles totales en los extractos obtenidos de guayaba.

xt

1Lsol 4.7 mL sol+0.00039 _ pmol
17.596 pymol/Lsol —> T000m L sl 0.0047 g oxt 17.596 . €
983739 ext _ 17.596 mg GAE/ 100 g Contenido fendlico en extracto
20.04985gMs ~ "~ g g )

17.596 ”‘;“"x

Tabla 4. Ensayo 1 cuantificacion de Fenoles Totales.

Condiciones

Absorbancia

o

=
S o = Sow
o 8 5 £ o2 g8¢
2 = o O € o E 52 &
_ 1§ |5 g $8 |55 |54S
Tiem T P Sefial Sefal | Sefial | O ® © O % o SRR
po | °c | Bar 1 2 3 | ¢ 5 £ ° 8 ©3 §o5
(min) o O E W o > A o - O EE
15 35 | 100 0.045 | 0.058 | 0.047 | 0.050 | 17.596 0.08371 0.00470 4.7 | 17.596
30 35 | 100 0.033 | 0.038 | 0.034 | 0.035 | 13.742 0.04089 0.00430 4.3 | 13.742
60 35 | 100 0.045 | 0.043 | 0.047 | 0.045 | 16.311 0.06355 0.00280 2.8 | 16.311
120 35 | 100 0.073 | 0.075 | 0.081 | 0.076 | 24.364 0.02512 0.00272 2.72 | 24.364
180 35 | 100 0.078 | 0.087 | 0.097 | 0.087 | 27.191 0.03417 0.00191 191 | 27.191
240 35 | 100 0.087 | 0.081 | 0.084 | 0.084 | 26.334 0.04468 0.00280 2.8 | 26.334
300 35 | 100 0.098 | 0.094 | 0.095 | 0.096 | 29.332 0.0376 0.00238 2.38 | 29.332
360 35 | 100 0.055 | 0.048 | 0.061 | 0.055 | 18.796 0.03984 0.00322 3.22 | 18.796
R 35 | 100 0.033 | 0.036 | 0.041 | 0.037 | 14.170 0.0049 0.00490 4.9 14.17
15 40 | 100 0.053 0.05 | 0.049 | 0.051 | 17.768 0.0494 0.00430 4.3 | 17.768
30 40 | 100 0.047 | 0.049 | 0.044 | 0.047 | 16.740 0.01783 0.00153 1.53 16.74
60 40 | 100 0.087 | 0.084 | 0.084 | 0.085 | 26.591 0.0462 0.0043 4.3 | 26.591
120 40 | 100 0.123 | 0.127 | 0.118 | 0.119 | 35.414 0.01587 0.002 2| 35414
180 40 | 100 0.155 | 0.151 | 0.153 | 0.153 | 44.066 0.01192 0.0013 1.3 | 44.066
240 40 | 100 0.107 | 0.124 | 0.107 | 0.109 | 32.844 0.00934 0.00434 4.34 | 32.844
300 40 | 100 0.085 | 0.066 | 0.067 | 0.073 | 23.421 0.00532 0.00135 1.35 | 23421
360 40 | 100 0.039 | 0.043 | 0.047 | 0.043 | 15.797 0.01488 0.00135 1.35 | 15.797
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R 40 | 100 0.021 | 0.018 | 0.021 0.02 9.887 0.00422 0.00422 4.22 9.887
15 45 | 100 0.039 | 0.037 0.03 | 0.035 | 13.827 0.01474 0.00185 1.85 | 13.827
30 45 | 100 0.057 | 0.054 | 0.053 | 0.055 | 18.796 0.01151 0.00182 1.82 | 18.796
60 45 | 100 0.068 | 0.067 | 0.064 | 0.066 | 21.794 0.05426 0.00425 4.25 | 21.794
120 45 | 100 0.075| 0.071 | 0.073 | 0.073 | 23.507 0.04346 0.00381 3.81 | 23.507
180 45 | 100 0.094 | 0.097 | 0.093 | 0.095 | 29.075 0.03092 0.00275 2.75 | 29.075
240 45 | 100 0.088 | 0.095 | 0.092 | 0.092 | 28.304 0.01884 0.00138 1.38 | 28.304
300 45 | 100 0.063 | 0.067 | 0.069 | 0.066 | 21.794 0.04024 0.0033 3.3 | 21.794
360 45 | 100 0.025 | 0.027 | 0.029 | 0.027 | 11.686 0.02181 0.0016 16| 11.686
R 45 | 100 0.022 | 0.021 | 0.015 | 0.019 9.715 0.01188 0.00194 1.94 9.715
15 60 | 100 0.053 | 0.059 | 0.056 | 0.056 | 19.138 0.00996 0.00496 4.96 | 19.138
30 60 100 0.083 | 0.087 | 0.081 | 0.084 | 26.248 0.00477 0.00477 4.77 | 26.248
60 60 100 0.091 | 0.094 | 0.094 | 0.093 | 28.647 0.00485 0.00485 4.85 | 28.647
120 60 100 0.15| 0.145 | 0.146 | 0.147 | 42.524 0.02919 0.00355 3.55 | 42524
180 60 100 0.167 | 0.157 | 0.153 | 0.159 | 45.608 0.05541 0.00315 3.15 | 45.608
240 60 100 0.135 | 0.138 | 0.133 | 0.135 | 39.552 0.06177 0.00298 2.98 | 39.552
300 60 100 0.114 | 0.114 | 0.117 | 0.115 | 34.301 0.02254 0.00346 3.46 | 34.301
360 60 100 0.085 | 0.079 | 0.085 | 0.083 | 26.077 0.01195 0.00295 2.95 | 26.077
R 60 100 0.034 | 0.036 | 0.034 | 0.035 | 13.656 0.02542 0.00255 2.55 | 13.656
15 35 150 0.037 | 0.033 | 0.037 | 0.036 | 13.913 0.01674 0.005 5| 13.913
30 35 150 0.067 | 0.063 | 0.066 | 0.065 | 21.537 0.0577 0.00419 4.19 | 21.537
60 35 150 0.073 | 0.086 | 0.087 | 0.082 25.82 0.03849 0.00321 3.21 25.82
120 35 150 0.087 0.1 | 0.098 | 0.095 | 29.161 0.019 0.00174 1.74 | 29.161
180 35 150 0.137 | 0.156 0.15 | 0.148 | 42.695 0.02781 0.00276 2.76 | 42.695
240 35 150 0.157 | 0.152 | 0.157 | 0.155 | 44.666 0.0458 0.00387 3.87 | 44.666
300 35 150 0.115 | 0.117 | 0.118 | 0.117 | 34.729 0.03179 0.002 2| 34.729
360 35 150 0.048 | 0.046 | 0.047 | 0.047 | 16.825 0.05162 0.00353 3.53 | 16.825
R 35 150 0.024 | 0.032 | 0.029 | 0.028 | 12.028 0.05293 0.00233 2.33 | 12.028
15 40 | 150 0.028 | 0.026 | 0.029 | 0.028 | 11.857 0.05549 0.00481 4.81 | 11.857
30 40 | 150 0.054 | 0.059 | 0.067 0.06 | 20.166 0.05677 0.00315 3.15 | 20.166
60 40 | 150 0.069 | 0.065 | 0.067 | 0.067 | 21.965 0.07344 0.00432 4.32 | 21.965
120 40 | 150 0.071 | 0.073 | 0.071 | 0.072 | 23.164 0.0684 0.00316 3.16 | 23.164
180 40 | 150 0.088 | 0.084 | 0.086 | 0.086 | 26.848 0.03823 0.00236 2.36 | 26.848
240 40 | 150 0.083 | 0.081 | 0.085 | 0.083 | 26.077 0.03049 0.00201 2.01 | 26.077
300 40 | 150 0.051 | 0.055 | 0.053 | 0.053 | 18.367 0.07849 0.0042 4.2 | 18.367
360 40 | 150 0.034 | 0.035 | 0.038 | 0.036 | 13.913 0.06066 0.00361 3.61 | 13.913
R 40 | 150 0.027 | 0.022 | 0.024 | 0.024 11 0.00937 0.00121 1.21 11
15 45 | 150 0.071 | 0.072 | 0.071 | 0.071 | 23.079 0.02591 0.00277 2.77 | 23.079
30 45 | 150 0.082 | 0.082 | 0.084 | 0.083 | 25.991 0.02 0.00219 2.19 | 25.991
60 45 | 150 0.093 | 0.093 | 0.097 | 0.094 | 28.989 0.03483 0.0032 3.2 | 28.989
120 45 | 150 0.103 | 0.105 | 0.107 | 0.105 | 31.731 0.09426 0.0048 48 | 31.731
180 45 | 150 0.117 | 0.118 | 0.119 | 0.118 | 35.071 0.06284 0.00426 4.26 | 35.071
240 45 | 150 0.097 | 0.098 | 0.095 | 0.097 | 29.589 0.05019 0.00325 3.25 | 29.589
300 45 | 150 0.073 | 0.074 | 0.073 | 0.073 | 23.593 0.0326 0.0041 4.1 | 23.593
360 45 | 150 0.037 | 0.037 | 0.035 | 0.036 | 14.084 0.04322 0.00254 2.54 | 14.084
R 45 | 150 0.029 | 0.027 | 0.029 | 0.028 | 12.028 0.01438 0.002 2| 12.028
15 60 150 0.083 | 0.087 | 0.085 | 0.085 | 26.591 0.00802 0.005 5| 26.591
30 60 150 0.093 | 0.095 | 0.096 | 0.095 | 29.075 0.00791 0.00491 491 | 29.075
60 60 150 0.105 | 0.107 | 0.105 | 0.106 | 31.902 0.04561 0.004 4 | 31.902
120 60 150 0.113 | 0.117 | 0.115 | 0.115 | 34.301 0.06936 0.00333 3.33 | 34.301
180 60 150 0.132 | 0.129 | 0.127 | 0.129 | 37.984 0.08097 0.00222 2.22 | 37.984
240 60 150 0.135| 0.135 | 0.136 | 0.135 | 39.526 0.04823 0.00392 3.92 | 39.526
300 60 150 0.105 | 0.107 | 0.103 | 0.105 | 31.731 0.01999 0.00307 3.07 | 31.731
360 60 150 0.083 | 0.085 | 0.087 | 0.085 | 26.591 0.0217 0.0021 21| 26.591
R 60 150 0.078 | 0.077 | 0.071 | 0.075 | 24.107 0.03607 0.00403 4.03 | 24.107
15 35 200 0.038 | 0.037 | 0.038 | 0.038 | 14.427 0.00412 0.00402 4.02 | 14.427
30 35 200 0.053 | 0.055 | 0.047 | 0.052 | 18.025 0.03393 0.005 5| 18.025
60 35 200 0.065 | 0.062 | 0.068 | 0.065 | 21.451 0.03319 0.0048 4.8 | 21.451
120 35 200 0.087 | 0.083 | 0.085 | 0.085 | 26.591 0.04964 0.00173 1.73 | 26.591
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180 35 200 0.093 | 0.095 | 0.092 | 0.093 | 28.732 | 0.05067 0.0011 1.1 | 28.732
240 35 200 0.073 | 0.075 | 0.077 | 0.075 | 24.021 | 0.03755 0.0043 4.3 | 24.021
300 35 200 0.067 | 0.066 | 0.063 | 0.065 | 21.537 | 0.02826 | 0.00248 2.48 | 21.537
360 35 200 0.037 | 0.033 | 0.033 | 0.034 13.57 0.06385 0.00385 3.85 13.57
R 35 200 0.018 | 0.015 | 0.014 | 0.016 8.773 0.01352 0.00438 4.38 8.773
15 40 200 0.047 | 0.047 | 0.043 | 0.046 | 16.483 | 0.00278 0.0024 24 | 16.483
30 40 200 0.052 | 0.053 | 0.057 | 0.054 | 18.624 | 0.00739 0.004 4| 18.624
60 40 200 0.068 0.07 | 0.073 0.07 | 22.822 | 0.07048 0.0032 3.2 | 22.822
120 40 200 0.089 | 0.085 | 0.087 | 0.087 27.105 0.09123 0.00217 2.17 27.105
180 40 200 0.098 | 0.097 | 0.095 | 0.097 29.589 0.10224 0.0031 3.1 29.589
240 40 200 0.112 | 0.101 | 0.103 | 0.105 | 31.816 0.19 | 0.00479 479 | 31.816
300 40 200 0.087 | 0.085 | 0.087 | 0.086 | 26.934 | 0.06131 0.0031 3.1 | 26.934
360 40 200 0.037 | 0.031 | 0.038 | 0.035 | 13.827 0.0757 0.0037 3.7 | 13.827
R 40 200 0.027 | 0.027 | 0.026 | 0.027 11.6 0.00681 0.00387 3.87 11.6
15 45 200 0.047 | 0.042 | 0.041 | 0.043 15.883 0.00279 0.002 2 15.883
30 45 200 0.055 | 0.056 | 0.058 | 0.056 | 19.224 | 0.01698 | 0.00267 2.67 | 19.224
60 45 200 0.067 | 0.063 | 0.064 | 0.065 | 21.365 | 0.03754 0.0029 2.9 | 21.365
120 45 200 0.085 | 0.087 | 0.088 | 0.087 | 27.019 | 0.08155 | 0.00403 4.03 | 27.019
180 45 200 0.098 | 0.097 | 0.095 | 0.097 | 29.589 | 0.11329 | 0.00281 2.81 | 29.589
240 45 200 0.08 | 0.082 | 0.087 | 0.083 | 26.077 | 0.07366 0.0045 45| 26.077
300 45 200 0.062 | 0.059 | 0.058 0.06 | 20.081 | 0.04678 0.0037 3.7 | 20.081
360 45 200 0.038 | 0.037 | 0.035 | 0.037 14.17 | 0.05094 | 0.00492 4.92 14.17
R 45 200 0.018 | 0.022 | 0.019 0.02 9.801 | 0.00617 | 0.00412 4.12 9.801
15 60 200 0.037 | 0.033 | 0.032 | 0.034 | 13.485| 0.00128 | 0.00275 2.75 | 13.485
30 60 200 0.041 | 0.044 | 0.045 | 0.043 | 15.883 | 0.00434 0.0033 3.3 | 15.883
60 60 200 0.058 | 0.058 | 0.059 | 0.058 | 19.738 | 0.01788 | 0.00255 2,55 | 19.738
120 60 200 0.074 | 0.077 | 0.078 | 0.076 | 24.364 | 0.07842 | 0.00484 4.84 | 24.364
180 60 200 0.098 | 0.091 | 0.088 | 0.092 | 28.475 0.1007 | 0.00452 4.52 | 28.475
240 60 200 0.08 | 0.081 | 0.084 | 0.082 | 25.734 | 0.06299 | 0.00451 451 | 25.734
300 60 200 0.052 | 0.049 | 0.052 | 0.051 | 17.853 | 0.04073 | 0.00256 256 | 17.853
360 60 200 0.033 | 0.037 | 0.038 | 0.036 | 13.999 | 0.03677 0.0031 3.1 | 13.999
R 60 200 0.028 | 0.026 | 0.022 | 0.025 | 11.257 | 0.03483 | 0.00275 2.75 | 11.257
Tabla 5 Ensayo 2 Cuantificacion de fenoles totales.
Condiciones Absorbancia
c SCowc
© — ©c o
% o I € o @ % 8 3
o = o © O € o E SO ®
e) c — O L o © < —
) ] o= S a ca | 9<
i £ 2 S G E= X o S % g
Tiempo | T P Sefial | Sefial | Sefial | 8 o2 | X9 o8 = O E
(mln) °C Bar 1 2 3 o (SRS w o > o o d O
15 35 100 0.037 0.033 | 0.037 | 0.036 4.42 0.08371 0.0037 3.7 13.9
30 35 100 0.038 | 0.036 | 0.036 | 0.037 4.68 0.04089 0.00468 4.68 14.2
60 35 | 100 0.047 | 0.045 | 0.047 | 0.046 7.16 | 0.06355 0.005 5 16.7
120 35 100 0.08 | 0.078 | 0.081 0.08 | 15.73 0.02512 0.00422 4.22 25.2
180 35 | 100 0.095 | 0.093 | 0.097 | 0.095 | 19.67 | 0.03417 0.0024 2.4 29.2
240 35 100 0.083 | 0.083 | 0.084 | 0.083 | 16.67 0.04468 0.00474 4.74 26.2
300 35 100 0.094 | 0.094 | 0.095 | 0.094 19.5 0.0376 0.00344 3.44 29.4
360 35 | 100 0.066 | 0.066 | 0.061 | 0.064 | 11.79 | 0.03984 | 0.00322 3.22 21.3
R 35 | 100 0.046 | 0.046 | 0.041 | 0.044 6.65 0.0049 0.003 3 16.1
15 40 100 0.043 0.05 | 0.049 | 0.047 7.42 0.0494 0.0025 2.5 16.9
30 40 100 0.044 0.04 | 0.044 | 0.043 6.22 0.01783 0.00105 1.05 15.7
60 40 100 0.085 | 0.084 | 0.084 | 0.084 | 16.93 0.0462 0.0045 4.5 26.4
120 40 | 100 0.107 | 0.103 | 0.108 | 0.106 | 22.49 | 0.01587 0.0049 4.9 32.1
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180 40 100 0.156 | 0.151 | 0.153 | 0.153 | 34.66 | 0.01192 0.0027 2.7 44.2
240 40 100 0.118 | 0.114 | 0.107 | 0.113 | 24.29 | 0.00934 0.003 3 33.8
300 40 100 0.057 | 0.066 | 0.067 | 0.063 | 11.53 | 0.00532 0.005 5 214
360 40 100 0.046 | 0.043 | 0.047 | 0.045 6.9 | 0.01488 0.005 5 16.4
R 40 100 0.022 | 0.018 | 0.021 0.02 0.48 | 0.00422 0.0021 2.1 9.97
15 45 | 100 0.033 | 0.029 0.03 | 0.031 | 12.63 | 0.01474 | 0.00215 2.15 12.6
30 45 | 100 0.049 | 0.054 | 0.053 | 0.052 | 18.11 | 0.01151 | 0.00155 155 18.1
60 45 | 100 0.062 | 0.062 | 0.064 | 0.063 | 20.85 0.054 0.0033 3.3 20.9
120 45 | 100 0.072 | 0.073 | 0.073 | 0.073 | 23.42 | 0.04346 0.0036 3.6 23.4
180 45 | 100 0.089 | 0.091 | 0.093 | 0.091 | 28.13 | 0.03092 0.0041 4.1 28.1
240 45 | 100 0.091 | 0.093 | 0.092 | 0.092 | 28.39 | 0.01884 0.0039 3.9 28.4
300 45 | 100 0.074 | 0.075 | 0.069 | 0.073 | 23.42 | 0.04024 | 0.00465 4.65 234
360 45 | 100 0.035 | 0.037 | 0.035 | 0.036 | 13.91 | 0.02181 0.0037 3.7 13.9
R 45 | 100 0.026 | 0.027 | 0.015 | 0.023 | 10.57 | 0.01188 0.004 4 10.6
15 60 | 100 0.057 | 0.059 | 0.056 | 0.057 | 19.48 | 0.00996 0.0027 2.7 195
30 60 | 100 0.078 | 0.077 | 0.071 | 0.075 | 24.11 | 0.00477 0.0022 2.2 24.1
60 60 | 100 0.099 | 0.094 | 0.094 | 0.096 | 29.33 | 0.00485 0.0018 1.8 29.3
120 60 | 100 0.144 | 0.145| 0.146 | 0.145 | 42.01 | 0.02919 | 0.00215 2.15 42.1
180 60 | 100 0.151 | 0.151 | 0.153 | 0.152 | 43.72 | 0.05541 | 0.00385 3.85 43.7
240 60 | 100 0.155 | 0.155 | 0.154 | 0.155 | 44.49 | 0.06177 0.0048 4.8 44.5
300 60 | 100 0.165 | 0.164 | 0.164 | 0.164 | 46.98 | 0.02254 0.0048 4.8 47.1
360 60 | 100 0.185 | 0.185| 0.195 | 0.188 | 53.15 | 0.01195 0.0023 2.3 53.1
R 60 | 100 0.044 | 0.046 | 0.044 | 0.045 | 16.23 | 0.02542 0.0042 4.2 16.2
15 35 | 150 0.05 | 0.053 | 0.057 | 0.053 | 18.45 | 0.01674 0.001 1 18.5
30 35 | 150 0.078 | 0.073 | 0.076 | 0.076 | 24.19 0.0577 0.005 5 24.2
60 35 | 150 0.085 | 0.086 | 0.087 | 0.086 | 26.85 | 0.03849 0.0045 4.5 26.8
120 35 | 150 0.098 0.1 | 0.098 | 0.099 30.1 0.019 0.004 4 30.1
180 35 | 150 0.155 | 0.156 0.15 | 0.154 | 44.24 | 0.02781 0.003 3 44.2
240 35 | 150 0.169 | 0.172 0.17 0.17 | 48.52 0.0458 0.0023 2.3 48.5
300 35 | 150 0.099 | 0.097 | 0.098 | 0.098 | 29.93 | 0.03179 | 0.00345 3.45 29.9
360 35 | 150 0.068 | 0.066 | 0.067 | 0.067 | 21.97 | 0.05162 | 0.00471 4.71 221
R 35 | 150 0.034 | 0.032 | 0.029 | 0.032 | 12.88 | 0.05293 | 0.00285 2.85 12.9
15 40 | 150 0.038 | 0.036 | 0.039 | 0.038 | 14.43 | 0.05549 0.0023 2.3 14.4
30 40 | 150 0.064 | 0.069 | 0.067 | 0.067 | 21.88 | 0.05677 | 0.00189 1.89 21.9
60 40 | 150 0.079 | 0.075 | 0.077 | 0.077 | 2453 | 0.07344 0.004 4 24.5
120 40 | 150 0.081 | 0.083 | 0.081 | 0.082 | 25.73 0.0684 0.004 4 25.7
180 40 | 150 0.098 | 0.094 | 0.096 | 0.096 | 29.42 | 0.03823 0.0042 4.2 29.4
240 40 | 150 0.098 | 0.093 | 0.097 | 0.096 | 29.42 | 0.03049 0.0036 3.6 294
300 40 | 150 0.071 | 0.075| 0.073 | 0.073 | 23.51 | 0.07849 0.0038 3.8 23.5
360 40 | 150 0.034 | 0.035 | 0.038 | 0.036 | 13.91 | 0.06066 0.0035 3.5 13.9
R 40 | 150 0.019 | 0.022 | 0.024 | 0.022 | 10.32 | 0.00937 0.005 5 10.3
15 45 | 150 0.061 | 0.062 | 0.061 | 0.061 | 20.51 | 0.02591 0.005 5 20.5
30 45 | 150 0.062 | 0.062 | 0.064 | 0.063 | 20.85 0.02 0.0015 15 20.9
60 45 | 150 0.073 | 0.075 | 0.073 | 0.074 | 23.68 | 0.03483 0.0024 2.4 23.7
120 45 | 150 0.083 | 0.081 | 0.082 | 0.082 | 25.82 | 0.09426 0.0045 4.5 25.8
180 45 | 150 0.102 | 0.098 | 0.101 0.1 | 30.53 | 0.06284 0.0045 4.5 30.5
240 45 | 150 0.087 | 0.086 | 0.086 | 0.086 | 26.93 | 0.05019 0.005 5 26.9
300 45 | 150 0.063 | 0.064 | 0.063 | 0.063 | 21.02 0.0326 0.004 4 211
360 45 | 150 0.047 | 0.047 | 0.045 | 0.046 | 16.65 | 0.04322 0.005 5 16.7
R 45 | 150 0.019 | 0.017 | 0.019 | 0.018 9.46 | 0.01438 0.003 3 9.46
15 60 | 150 0.073 | 0.069 | 0.072 | 0.071 | 23.08 | 0.00802 0.0016 1.6 23.1
30 60 | 150 0.089 | 0.085 | 0.087 | 0.087 27.1 | 0.00791 0.004 4 27.1
60 60 | 150 0.1 | 0.099 | 0.098 | 0.099 | 30.19 | 0.04561 0.0045 4.5 30.2
120 60 | 150 0.095 | 0.094 | 0.094 | 0.094 | 28.99 | 0.06936 0.0045 4.5 20.1
180 60 | 150 0.112 | 0.105 | 0.107 | 0.108 32.5 | 0.08097 0.0049 4.9 32.5
240 60 | 150 0.135 | 0.125 | 0.136 | 0.132 | 38.67 | 0.04823 0.0035 3.5 38.7
300 60 | 150 0.102 | 0.101 | 0.102 | 0.102 | 30.87 | 0.01999 0.0028 2.8 30.9
360 60 | 150 0.097 | 0.098 | 0.099 | 0.098 | 29.93 0.0217 0.003 3 29.9
R 60 | 150 0.07 | 0.071| 0.071 | 0.071 | 22.91 | 0.03607 0.004 4 22.9
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15 35 | 200 0.028 | 0.028 | 0.029 | 0.028 | 12.03 0.00412 0.005 5 12.1
30 35 | 200 0.055 | 0.055 | 0.058 | 0.056 | 19.14 | 0.03393 0.0014 1.4 19.1
60 35 | 200 0.067 | 0.066 | 0.067 | 0.067 | 21.88 0.03319 0.005 5 21.9
120 35 200 0.074 | 0.074 | 0.075 | 0.074 | 23.85 0.04964 0.005 5 23.8
180 35 200 0.098 | 0.097 | 0.097 | 0.097 | 29.76 0.05067 0.004 4 29.8
240 35 | 200 0.088 | 0.086 | 0.087 | 0.087 27.1 0.03755 0.005 5 27.1
300 35 | 200 0.078 | 0.079 | 0.078 | 0.078 | 24.88 0.02826 0.0015 15 24.9
360 35 | 200 0.046 | 0.046 | 0.044 | 0.045 16.4 | 0.06385 0.0035 35 16.4
R 35 200 0.012 | 0.011 0.11 | 0.044 | 16.14 0.01352 0.0035 3.5 16.1
15 40 200 0.034 | 0.034 | 0.031 | 0.033 | 13.23 0.00278 0.005 5 13.2
30 40 | 200 0.058 | 0.058 | 0.061 | 0.059 | 19.91 0.00739 0.005 5 19.9
60 40 | 200 0.065 | 0.065 | 0.064 | 0.065 | 21.37 0.07048 0.0033 3.3 21.4
120 40 | 200 0.078 | 0.078 | 0.081 | 0.079 | 25.05 0.09123 0.0032 3.2 25.01
180 40 200 0.088 | 0.088 | 0.087 | 0.088 | 27.28 0.10224 0.004 4 27.3
240 40 200 0.11 | 0.108 | 0.107 | 0.108 | 32.59 0.19 | 0.00215 2.15 32.6
300 40 | 200 0.133 | 0.133 | 0.135 | 0.134 39.1 0.06131 0.0005 0.5 39.1
360 40 | 200 0.067 | 0.071 | 0.068 | 0.069 | 22.39 0.0757 0.005 5 22.4
R 40 | 200 0.047 | 0.047 | 0.046 | 0.047 | 16.74 | 0.00681 0.0038 3.8 16.7
15 45 | 200 0.067 | 0.067 | 0.066 | 0.067 | 21.88 0.00279 0.005 5 21.9
30 45 | 200 0.071 | 0.071 0.07 | 0.071 | 22.91 0.01698 0.005 5 22.9
60 45 | 200 0.078 | 0.078 | 0.076 | 0.077 | 24.62 0.03754 0.003 3 24.6
120 45 | 200 0.093 | 0.093 | 0.092 | 0.093 | 28.56 0.08155 0.0044 4.4 28.6
180 45 200 0.111 | 0.111 | 0.113 | 0.112 | 33.44 0.11329 0.0044 4.4 334
240 45 | 200 0.105 | 0.105| 0.104 | 0.105 | 31.64 | 0.07366 0.005 5 31.6
300 45 | 200 0.086 | 0.087 | 0.086 | 0.086 | 26.93 0.04678 0.0022 2.2 26.9
360 45 | 200 0.056 | 0.056 | 0.058 | 0.057 | 19.31 0.05094 | 0.00185 1.85 19.3
R 45 | 200 0.043 | 0.043 | 0.042 | 0.043 | 15.71 0.00617 0.0045 4.5 15.7
15 60 200 0.053 | 0.053 | 0.052 | 0.053 | 18.28 0.00128 0.005 5 18.3
30 60 | 200 0.057 | 0.057 | 0.058 | 0.057 | 19.48 0.00434 0.0022 2.2 195
60 60 | 200 0.062 | 0.064 | 0.064 | 0.063 | 21.02 0.01788 | 0.00415 4.15 21.5
120 60 | 200 0.087 | 0.087 | 0.086 | 0.087 | 27.02 0.07842 0.0048 4.8 27.4
180 60 | 200 0.096 | 0.095 | 0.096 | 0.096 | 29.33 0.1007 0.005 5 29.3
240 60 | 200 0.1] 0.102 | 0.102 | 0.101 | 30.79 0.06299 0.002 2 30.8
300 60 | 200 0.077 | 0.079 | 0.078 | 0.078 | 24.79 0.04073 0.0004 0.4 24.8
360 60 200 0.073 | 0.072 | 0.073 | 0.073 | 23.42 0.03677 0.0025 25 234
R 60 200 0.025 | 0.025 | 0.027 | 0.026 | 11.34 0.03483 0.0036 3.6 11.3
Anexo F. Determinacién de capacidad antioxidante por el método ABTS.
Tabla 7. Datos de curva de calibracion del método ABTS.
P. Trolox g P. M (g/mol) Riqueza Aforo C. Solucién
(%) (ml) patrén (uM)
0.0125 250.3 97 50 968.8761
Alicuota |Aforo C. Trolox |Sefial 1 Sefial 2 Sefial 3 Promedio
(ml) (ml) ( pmol)
0 10 0 0.957 0.955 0.958 0.957
0.5 10 12.38 0.902 0.901 0.900 0.901
1 10 24.75 0.863 0.861 0.862 0.862
2 10 49.5 0.783 0.781 0.782 0.782
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4 10 99 0.668 0.667 0.669 0.668
10 148.5 0.547 0.548 0.549 0.548
8 10 198 0.425 0.428 0.427 0.427

)]

Determinacion de concentracion de estandares de curva de calibracion
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Determinacién de concentracién de capacidad antioxidante en los extractos obtenidos por
el método ABTS
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Tabla 8. Ensayo 1. Determinacion de capacidad antioxidante por método ABTS.

Condiciones Absorbancia o
S = 3
3 o € 0o® |3
o = o © O € o E -
o c = L o T o :
) ) o= S o 5 a u’-'j'
€ e g 9 39 | =
Tiempo | T P Sefial | Sefial | Sefial | 2 oo %35 T8 - 8 o _
(min) | °C | Bar 1 2 3 e OE wo > = Q- § %
15 35 | 100 0.861 | 0.864 | 0.863 | 0.863 26.85 0.08371 0.0047 4.7 26.845
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30 35 | 100 0.861 | 0.862 | 0.861 | 0.861 27.36 | 0.04089 0.0043 4.3 27.358
60 35 | 100 0.754 | 0.748 | 0.749 0.75 70.08 | 0.06355 0.0028 2.8 70.08
120 35 | 100 0.721 | 0.724 | 0.728 | 0.724 80.09 | 0.02512 | 0.00272 2.72 80.087
180 35 | 100 0.685 | 0.682 0.68 | 0.682 96.25 | 0.03417 | 0.00191 1.91 96.251
240 35| 100 0.644 | 0.643 | 0.648 | 0.645 110.62 | 0.04468 0.0028 2.8 110.62
300 35 | 100 0.808 | 0.806 | 0.807 | 0.807 48.27 0.0376 | 0.00238 2.38 48.27
360 35 | 100 0.8 | 0.802 | 0.807 | 0.803 49.81 | 0.03984 | 0.00322 3.22 49.81
R 35 | 100 0.839 | 0.838 | 0.841 | 0.839 35,83 0.0049 0.0049 4.9 35.826
15 40 | 100 0.832 | 0.839 | 0.837 | 0.836 37.11 0.0494 0.0043 4.3 37.109
30 40 | 100 0.826 | 0.824 | 0.823 | 0.824 41.60 | 0.01783 | 0.00153 1.53 41.599
60 40 | 100 0.777 | 0.778 | 0.774 | 0.776 60.07 0.0462 0.0043 4.3 60.073
120 40 | 100 0.734 | 0.736 | 0.735 | 0.735 75.98 | 0.01587 0.002 2 75.981
180 40 | 100 0.721 | 0.727 | 0.724 | 0.724 80.21 | 0.01192 0.0013 13 80.215
240 40 | 100 0.708 | 0.703 | 0.707 | 0.706 87.14 | 0.00934 | 0.00434 4.34 87.143
300 40 | 100 0.745 | 0.747 | 0.749 | 0.747 71.36 | 0.00532 | 0.00135 1.35 71.363
360 40 | 100 0.802 | 0.801 | 0.805 | 0.803 49.94 | 0.01488 | 0.00135 1.35 49.938
R 40 | 100 0.86 | 0.883 0.87 | 0.871 23.64 | 0.00422 | 0.00422 4.22 23.638
15 45 | 100 0.817 | 0.812 | 0.813 | 0.814 45.58 | 0.01474 | 0.00185 1.85 45.576
30 45 | 100 0.799 | 0.802 | 0.802 | 0.801 50.58 | 0.01151 | 0.00182 1.82 50.579
60 45 | 100 0.802 | 0.801 | 0.803 | 0.802 50.19 | 0.05426 | 0.00425 4.25 50.194
120 45 | 100 0.738 | 0.739 | 0.735 | 0.737 75.08 | 0.04346 | 0.00381 3.81 75.083
180 45 | 100 0.661 | 0.668 | 0.662 | 0.664 103.44 | 0.03092 | 0.00275 2.75 | 103.436
240 45 | 100 0.707 | 0.704 | 0.705 | 0.705 87.40 | 0.01884 | 0.00138 1.38 87.399
300 45 | 100 0.83 | 0.802 | 0.809 | 0.814 45.70 | 0.04024 0.0033 3.3 45.704
360 45 | 100 0.834 | 0.836 | 0.835 | 0.835 37.49 | 0.02181 0.0016 1.6 37.493
R 45 | 100 0.888 | 0.886 | 0.886 | 0.887 17.61 | 0.01188 | 0.00194 1.94 17.608
15 60 | 100 0.831 | 0.835 | 0.838 | 0.835 37.62 | 0.00996 | 0.00496 4.96 37.622
30 60 | 100 0.807 | 0.809 | 0.812 | 0.809 47.37 | 0.00477 | 0.00477 4.77 47.372
60 60 | 100 0.811 | 0.813 | 0.814 | 0.813 46.09 | 0.00485 | 0.00485 4.85 46.089
120 60 | 100 0.702 0.7 | 0.705 | 0.702 88.55 | 0.02919 | 0.00355 3.55 88.554
180 60 | 100 0.707 | 0.706 | 0.707 | 0.707 86.89 | 0.05541 | 0.00315 3.15 86.886
240 60 | 100 0.758 | 0.755 | 0.752 | 0.755 68.28 | 0.06177 | 0.00298 2.98 68.284
300 60 | 100 0.788 | 0.788 | 0.782 | 0.786 56.35 | 0.02254 | 0.00346 3.46 56.352
360 60 | 100 0.889 | 0.879 | 0.888 | 0.885 18.12 | 0.01195 | 0.00295 2.95 18.121
R 60 | 100 0.866 | 0.864 | 0.861 | 0.864 26.46 | 0.02542 | 0.00255 2.55 26.46
15 35 | 150 0.825 | 0.819 0.82 | 0.821 42.75 | 0.01674 0.005 5 42.753
30 35 | 150 0.817 | 0.816 | 0.815 | 0.816 44.81 0.0577 | 0.00419 4.19 44.806
60 35 | 150 0.809 | 0.807 | 0.805 | 0.807 48.27 | 0.03849 | 0.00321 3.21 48.27
120 35 | 150 0.702 | 0.707 | 0.702 | 0.704 88.04 0.019 | 0.00174 1.74 88.041
180 35 | 150 0.786 | 0.784 | 0.785 | 0.785 56.74 | 0.02781 | 0.00276 2.76 56.737
240 35 | 150 0.69 | 0.692 | 0.697 | 0.693 92.15 0.0458 | 0.00387 3.87 92.146
300 35 | 150 0.85 0.85 | 0.855 | 0.852 31.08 | 0.03179 0.002 2 31.079
360 35 | 150 0.903 | 0.899 | 0.902 | 0.901 11.96 | 0.05162 | 0.00353 3.53 11.963
R 35 | 150 0.913 | 0.915 | 0.912 | 0.913 7.34 | 0.05293 | 0.00233 2.33 7.345
15 40 | 150 0.886 | 0.888 | 0.888 | 0.887 17.35 | 0.05549 | 0.00481 4.81 17.352
30 40 | 150 0.884 | 0.883 | 0.886 | 0.884 18.51 | 0.05677 | 0.00315 3.15 18.506
60 40 | 150 0.88 0.89 | 0.891 | 0.887 17.48 | 0.07344 | 0.00432 4.32 17.48
120 40 | 150 0.872 | 0.862 | 0.875 0.87 24.15 0.0684 | 0.00316 3.16 24.151
180 40 | 150 0.862 | 0.861 | 0.866 | 0.863 26.72 | 0.03823 | 0.00236 2.36 26.717
240 40 | 150 0.829 | 0.829 | 0.829 | 0.829 39.80 | 0.03049 | 0.00201 2.01 39.803
300 40 | 150 0.812 | 0.819 | 0.816 | 0.816 44.93 | 0.07849 0.0042 4.2 44.934
360 40 | 150 0.828 | 0.823 | 0.822 | 0.824 41.60 | 0.06066 | 0.00361 3.61 41.599
R 40 | 150 0.838 | 0.839 | 0.843 0.84 35.57 | 0.00937 | 0.00121 1.21 35.569
15 45 | 150 0.891 | 0.902 | 0.889 | 0.894 14.79 | 0.02591 | 0.00277 2.77 14.786
30 45 | 150 0.806 | 0.806 | 0.807 | 0.806 48.53 0.02 | 0.00219 2.19 48.527
60 45 | 150 0.737 | 0.738 | 0.736 | 0.737 75.21 | 0.03483 0.0032 3.2 75.211
120 45 | 150 0.703 | 0.702 | 0.707 | 0.704 87.91 | 0.09426 0.0048 4.8 87.912
180 45 | 150 0.718 | 0.715 | 0.713 | 0.715 83.55 | 0.06284 | 0.00426 4.26 83.55
240 45 | 150 0.572 | 0.578 | 0.572 | 0.574 137.95 | 0.05019 | 0.00325 3.25 | 137.946
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300 45 | 150 0.614 | 0.621 | 0.615 | 0.617 121.53 0.0326 0.0041 4.1 | 121.525
360 45 | 150 0.643 | 0.637 | 0.639 0.64 112.67 | 0.04322 | 0.00254 254 | 112.673
R 45 | 150 0.845 | 0.847 | 0.843 | 0.845 33.64 | 0.01438 0.002 2 33.645
15 60 | 150 0.776 | 0.779 | 0.775 | 0.777 59.94 | 0.00802 0.005 5 59.945
30 60 | 150 0.743 | 0.739 0.74 | 0.741 73.80 | 0.00791 | 0.00491 4.91 73.8
60 60 | 150 0.729 | 0.727 | 0.725 | 0.727 79.06 | 0.04561 0.004 4 79.06
120 60 | 150 0.713 | 0.713 | 0.709 | 0.712 84.96 | 0.06936 | 0.00333 3.33 84.962
180 60 | 150 0.606 | 0.606 | 0.607 | 0.606 125.50 | 0.08097 | 0.00222 2.22 | 125.502
240 60 | 150 0.627 | 0.643 | 0.656 | 0.642 111.77 | 0.04823 | 0.00392 3.92 | 111.775
300 60 | 150 0.76 | 0.648 | 0.765 | 0.724 80.09 | 0.01999 | 0.00307 3.07 80.087
360 60 | 150 0.818 | 0.815 | 0.817 | 0.817 44.55 0.0217 0.0021 2.1 44.55
R 60 | 150 0.884 | 0.883 | 0.885 | 0.884 18.63 | 0.03607 | 0.00403 4.03 18.634
15 35 | 200 0.775 | 0.765 | 0.776 | 0.772 61.74 | 0.00412 | 0.00402 4.02 61.741
30 35 | 200 0.705 | 0.707 | 0.705 | 0.706 87.27 | 0.03393 0.005 5 87.271
60 35 | 200 0.666 | 0.665 | 0.665 | 0.665 102.79 | 0.03319 0.0048 4.8 | 102.794
120 35 | 200 0.605 | 0.602 | 0.603 | 0.603 126.66 | 0.04964 | 0.00173 1.73 | 126.657
180 35 | 200 0.639 | 0.637 | 0.641 | 0.639 112.93 | 0.05067 0.0011 1.1 | 112.929
240 35 | 200 0.671 | 0.668 | 0.667 | 0.669 101.51 | 0.03755 0.0043 4.3 | 101.511
300 35 | 200 0.767 | 0.769 | 0.768 | 0.768 63.28 | 0.02826 | 0.00248 2.48 63.28
360 35 | 200 0.783 | 0.788 | 0.787 | 0.786 56.35 | 0.06385 | 0.00385 3.85 56.352
R 35 | 200 0.811 | 0.813 | 0.814 | 0.813 46.09 | 0.01352 | 0.00438 4.38 46.089
15 40 | 200 0.715 | 0.722 | 0.714 | 0.717 82.91 | 0.00278 0.0024 2.4 82.909
30 40 | 200 0.706 | 0.708 | 0.703 | 0.706 87.27 | 0.00739 0.004 4 87.271
60 40 | 200 0.701 | 0.702 | 0.702 | 0.702 88.81 | 0.07048 0.0032 3.2 88.81
120 40 | 200 0.671 | 0.682 | 0.679 | 0.677 98.18 | 0.09123 | 0.00217 2.17 98.176
180 40 | 200 0.665 | 0.668 | 0.667 | 0.667 102.28 | 0.10224 0.0031 3.1 | 102.281
240 40 | 200 0.723 | 0.716 | 0.716 | 0.718 82.40 0.19 | 0.00479 4.79 82.396
300 40 | 200 0.729 | 0.729 | 0.733 | 0.73 77.78 | 0.06131 0.0031 3.1 77.777
360 40 | 200 0.831 | 0.833 | 0.827 | 0.83 39.29 0.0757 0.0037 3.7 39.29
R 40 | 200 0.869 | 0.866 | 0.863 | 0.866 25.56 | 0.00681 | 0.00387 3.87 25.562
15 45 | 200 0.711 | 0.716 | 0.715 | 0.714 84.06 | 0.00279 0.002 2 84.064
30 45 | 200 0.708 | 0.705 | 0.704 | 0.706 87.27 | 0.01698 | 0.00267 2.67 87.271
60 45 | 200 0.699 | 0.691 | 0.688 | 0.693 92.27 | 0.03754 0.0029 2.9 92.274
120 45 | 200 0.667 | 0.665 | 0.663 | 0.665 102.92 | 0.08155 | 0.00403 4.03 | 102.923
180 45 | 200 0.607 | 0.606 | 0.606 | 0.606 125.50 | 0.11329 | 0.00281 2.81 | 125.502
240 45 | 200 0.738 | 0.741 | 0.743 | 0.741 73.80 | 0.07366 0.0045 4.5 73.8
300 45 | 200 0.785 | 0.783 | 0.782 | 0.783 57.38 | 0.04678 0.0037 3.7 57.379
360 45 | 200 0.786 | 0.781 | 0.787 | 0.785 56.87 | 0.05094 | 0.00492 4.92 56.866
R 45 | 200 0.879 | 0.867 | 0.883 | 0.876 21.59 | 0.00617 | 0.00412 4.12 21.585
15 60 | 200 0.768 | 0.769 0.7 | 0.746 71.88 | 0.00128 | 0.00275 2.75 71.876
30 60 | 200 0.73 | 0.735 | 0.733 | 0.733 76.88 | 0.00434 0.0033 3.3 76.879
60 60 | 200 0.731 | 0.737 | 0.734 | 0.734 76.37 | 0.01788 | 0.00255 2.55 76.366
120 60 | 200 0.713 | 0.722 | 0.719 | 0.718 82.52 | 0.07842 | 0.00484 4.84 82.524
180 60 | 200 0.693 | 0.689 | 0.699 | 0.694 91.89 0.1007 | 0.00452 4.52 91.889
240 60 | 200 0.671 | 0.671 | 0.668 0.67 101.00 | 0.06299 | 0.00451 4.51 | 100.998
300 60 | 200 0.737 | 0.727 | 0.734 | 0.733 76.88 | 0.04073 | 0.00256 2.56 76.879
360 60 | 200 0.732 | 0.739 | 0.739 | 0.737 75.34 | 0.03677 0.0031 3.1 75.34
R 60 | 200 0.818 | 0.817 | 0.816 | 0.817 44.42 | 0.03483 | 0.00275 2.75 44.421
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Tabla 9. Ensayo 2. Determinacion de capacidad antioxidante por método ABTS.

Condiciones

Absorbancia
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Tiempo | T | P | Sefial | Sefial | Sefial | 2 G o <3 o8 s | e
(min) |°c|Bar| 1 2 3 | = OE W'e > = o= | EX

15 35 | 100 0.867 | 0.872 | 0.861 | 0.867 | 253.056.576 0.01502 0.0037 3.7 25.306
30 35 | 100 0.865 | 0.863 0.86 | 0.863 | 268.451.678 0.01619 | 0.00468 4.68 26.845
60 35| 100 0.733 | 0.738 | 0.737 | 0.736 | 755.963.246 0.03116 0.005 5 75.596
120 35 | 100 0.725 | 0.722 | 0.728 | 0.725 | 798.299.777 0.05568 0.00422 4,22 79.83
180 35 | 100 0.789 | 0.781 | 0.783 | 0.784 | 569.939.095 0.07514 0.0024 2.4 56.994
240 35 | 100 0.671 | 0.675 | 0.678 | 0.675 | 992.021.478 0.10916 | 0.00474 4.74 99.202
300 35 | 100 0.632 | 0.633 | 0.636 | 0.634 | 114.982.128 0.05763 | 0.00344 3.44 | 114.982
360 35 | 100 0.801 | 0.805 | 0.809 | 0.805 | 490.397.734 0.03984 | 0.00322 3.22 49.04
R 35| 100 0.829 | 0.828 | 0.825 | 0.827 | 404.441.747 0.02624 0.003 3 40.444
15 40 | 100 0.851 | 0.847 | 0.845 | 0.848 | 326.183.311 0.01396 0.0025 2.5 32.618
30 40 | 100 0.837 | 0.839 | 0.831 | 0.836 | 372.368.618 0.02386 | 0.00105 1.05 37.237
60 40 | 100 0.765 | 0.767 | 0.763 | 0.765 | 644.348.755 0.03577 0.0045 4.5 64.435
120 40 | 100 0.721 | 0.719 | 0.723 | 0.721 | 813.694.879 0.04437 0.0049 4.9 81.369
180 40 | 100 0.715 | 0.718 | 0.717 | 0.717 | 830.372.906 0.04114 0.0027 2.7 83.037
240 40 | 100 0.711 0.71 | 0.717 | 0.713 | 845.768.008 0.07405 0.003 3 84.577
300 40 | 100 0.755 | 0.753 0.75 | 0.753 | 691.816.987 0.09357 0.005 5 69.182
360 40 | 100 0.792 | 0.795 | 0.798 | 0.795 | 528.885.489 0.03155 0.005 5 52.889
R 40 | 100 0.878 | 0.881 | 0.877 | 0.879 20.687.127 0.06011 0.0021 2.1 20.687
15 45 | 100 0.825 | 0.823 | 0.821 | 0.823 | 421.119.775 0.01309 0.00215 2.15 42.112
30 45 | 100 0.807 | 0.803 | 0.805 | 0.805 | 490.397.734 0.0133 | 0.00155 1.55 49.04
60 45 | 100 0.789 | 0.785 | 0.787 | 0.787 | 559.675.694 0.0338 0.0033 3.3 55.968
120 45 | 100 0.735 | 0.737 | 0.733 | 0.735 | 759.812.021 0.03086 0.0036 3.6 75.981
180 45 | 100 0.672 | 0.673 | 0.671 | 0.672 100.228.488 0.03817 0.0041 4.1 100.228
240 45 | 100 0.701 | 0.707 | 0.703 | 0.704 | 880.406.988 0.06376 0.0039 3.9 88.041
300 45 | 100 0.794 | 0.797 | 0.793 | 0.795 | 530.168.415 0.04538 | 0.00465 4.65 53.017
360 45 | 100 0.844 | 0.843 | 0.841 | 0.843 | 345.427.189 0.07764 0.0037 3.7 34.543
R 45 | 100 0.879 | 0.877 | 0.875 | 0.877 | 213.285.896 0.05482 0.004 4 21.329
15 60 | 100 0.843 | 0.845 | 0.847 | 0.845 | 336.446.713 0.0185 0.0027 2.7 33.645
30 60 | 100 0.805 | 0.805 | 0.802 | 0.804 49.424.651 0.01928 0.0022 2.2 49.425
60 60 | 100 0.801 | 0.803 | 0.801 | 0.802 | 503.226.986 0.01672 0.0018 1.8 50.323
120 60 | 100 0.742 | 0.747 | 0.745 | 0.745 | 722.607.191 0.02103 0.00215 2.15 72.261
180 60 | 100 0.701 | 0.703 | 0.702 | 0.702 | 886.821.614 0.143 0.00385 3.85 88.682
240 60 | 100 0.737 | 0.736 | 0.738 | 0.737 75.211.447 0.21579 0.0048 4.8 75.211
300 60 | 100 0.787 | 0.778 | 0.722 | 0.762 | 654.612.157 0.05336 0.0048 4.8 65.461
360 60 | 100 0.879 | 0.883 | 0.881 | 0.881 197.890.794 0.02239 0.0023 2.3 19.789
R 60 | 100 0.876 | 0.873 | 0.873 | 0.874 | 224.832.222 0.03027 0.0042 4.2 22.483
15 35 | 150 0.815 | 0.812 | 0.811 | 0.813 | 460.890.455 0.01304 0.001 1 46.089
30 35 | 150 0.807 | 0.806 | 0.805 | 0.806 | 486.548.959 0.01128 0.005 5 48.655
60 35 | 150 0.801 | 0.803 | 0.801 | 0.802 | 503.226.986 0.05335 0.0045 4.5 50.323
120 35 | 150 0.762 | 0.763 | 0.765 | 0.763 | 650.763.381 0.04512 0.004 4 65.076
180 35 | 150 0.743 | 0.741 | 0.745 | 0.743 | 729.021.817 0.11065 0.003 3 72.902
240 35 | 150 0.689 | 0.683 | 0.685 | 0.686 | 949.684.948 0.12377 0.0023 2.3 94.968
300 35 | 150 0.787 | 0.777 | 0.785 | 0.783 | 575.070.796 0.02124 | 0.00345 3.45 57.507
360 35 | 150 0.905 | 0.901 | 0.903 | 0.903 | 113.217.732 0.01075 | 0.00471 471 11.322
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R 35 | 150 0.922 | 0.921 | 0.923 | 0.922 | 400.909.969 0.00477 | 0.00285 | 2.85 4.009
15 40 | 150 0.868 | 0.869 | 0.867 | 0.868 | 247.924.876 0.0143 0.0023 2.3 24.792
30 40 | 150 0.871 | 0.874 | 0.875 | 0.873 | 227.398.073 0.01938 | 0.00189 1.89 22.74
60 40 | 150 0.872 | 0.862 | 0.875 0.87 24.151.025 0.09943 0.004 4 24.151
120 40 | 150 0.837 | 0.833 | 0.831 | 0.834 | 380.066.169 0.06816 0.004 4 38.007
180 40 | 150 0.835 | 0.832 | 0.833 | 0.833 | 381.349.094 0.16047 0.0042 4.2 38.135
240 40 | 150 0.813 | 0.811 | 0.813 | 0.812 46.217.338 0.04545 0.0036 3.6 46.217
300 40 | 150 0.837 | 0.835 | 0.837 | 0.836 | 369.802.767 0.01854 0.0038 3.8 36.98
360 40 | 150 0.847 | 0.841 | 0.845 | 0.844 | 339.012.563 0.01647 0.0035 3.5 33.901
R 40 | 150 0.849 | 0.847 | 0.845 | 0.847 | 328.749.162 0.03748 0.005 5 32.875
15 45 | 150 0.883 | 0.889 | 0.885 | 0.886 | 179.929.841 0.02526 0.005 5 17.993
30 45 | 150 0.836 | 0.833 | 0.835 | 0.835 | 376.217.393 0.01801 0.0015 15 37.622
60 45 | 150 0.721 | 0.725 | 0.723 | 0.723 | 805.997.328 0.03156 0.0024 2.4 80.6
120 45 | 150 0.701 | 0.701 | 0.705 | 0.702 | 885.538.689 0.06993 0.0045 4.5 88.554
180 45 | 150 0.711 | 0.713 | 0.712 | 0.712 | 848.333.859 0.29022 0.0045 4.5 84.833
240 45 | 150 0.583 | 0.585 | 0.587 | 0.585 | 133.712.835 0.15522 0.005 5| 133.713
300 45 | 150 0.613 | 0.615 | 0.614 | 0.614 | 122.551.386 0.05188 0.004 4 | 122.551
360 45 | 150 0.653 | 0.651 | 0.653 | 0.652 | 107.797.747 0.03224 0.005 5| 107.798
R 45 | 150 0.852 | 0.853 | 0.855 | 0.853 | 304.373.583 0.03098 0.003 3 30.437
15 60 | 150 0.756 | 0.757 | 0.755 | 0.756 | 678.987.735 0.00724 0.0016 1.6 67.899
30 60 | 150 0.733 | 0.738 | 0.732 | 0.734 | 762.377.872 0.00447 0.004 4 76.238
60 60 | 150 0.722 | 0.721 | 0.715 | 0.719 | 820.109.505 0.10655 0.0045 4.5 82.011
120 60 | 150 0.714 | 0.717 | 0.711 | 0.714 | 840.636.308 0.17186 0.0045 4.5 84.064
180 60 | 150 0.613 | 0.614 | 0.612 | 0.613 | 122.936.264 0.13216 0.0049 4.9 | 122.936
240 60 | 150 0.618 | 0.617 | 0.623 | 0.619 | 120.498.706 0.02832 0.0035 3.5 | 120.499
300 60 | 150 0.767 | 0.667 | 0.765 | 0.733 | 767.509.572 0.02182 0.0028 2.8 76.751
360 60 | 150 0.837 | 0.833 | 0.835 | 0.835 | 374.934.468 0.02472 0.003 3 37.493
R 60 | 150 0.897 | 0.898 | 0.896 | 0.897 | 136.310.385 0.013 0.004 4 13.631
15 35 | 200 0.753 | 0.757 | 0.789 | 0.766 | 639.217.055 0.00895 0.005 5 63.922
30 35 | 200 0.728 | 0.725 | 0.722 | 0.725 | 798.299.777 0.04543 0.0014 14 79.83
60 35 | 200 0.672 | 0.669 | 0.673 | 0.671 | 100.485.073 0.01999 0.005 5 | 100.485
120 35 | 200 0.608 | 0.609 | 0.611 | 0.609 | 124.347.481 0.05924 0.005 5 | 124.347
180 35 | 200 0.622 | 0.626 | 0.628 | 0.625 11.818.944 0.04816 0.004 4 | 118.189
240 35 | 200 0.668 | 0.665 | 0.665 | 0.666 | 102.537.753 0.06911 0.005 5 | 102.538
300 35 | 200 0.733 | 0.731 | 0.731 | 0.732 | 772.641.273 0.01707 0.0015 15 77.264
360 35 | 200 0.797 | 0.799 | 0.797 | 0.798 | 518.622.088 0.03002 0.0035 3.5 51.862
R 35 | 200 0.819 | 0.818 | 0.817 | 0.818 | 440.363.652 0.03896 0.0035 3.5 44.036
15 40 | 200 0.711 0.71 | 0.713 | 0.711 | 850.899.709 0.00553 0.005 5 85.09
30 40 | 200 0.709 | 0.709 | 0.704 | 0.707 | 866.294.811 0.00623 0.005 5 86.629
60 40 | 200 0.698 | 0.696 | 0.699 | 0.698 | 903.499.641 0.04196 0.0033 3.3 90.35
120 40 | 200 0.677 | 0.674 | 0.673 | 0.675 | 992.021.478 0.07369 0.0032 3.2 99.202
180 40 | 200 0.658 | 0.656 | 0.659 | 0.658 | 105.745.066 0.14242 0.004 4 | 105.745
240 40 | 200 0.718 | 0.715 | 0.712 | 0.715 | 836.787.532 0.10809 | 0.00215 | 2.15 83.679
300 40 | 200 0.722 | 0.725 | 0.728 | 0.725 | 798.299.777 0.08805 0.0005 0.5 79.83
360 40 | 200 0.847 | 0.844 | 0.841 | 0.844 | 340.295.488 0.06557 0.005 5 34.03
R 40 | 200 0.879 | 0.874 | 0.878 | 0.877 | 213.285.896 0.05227 0.0038 3.8 21.329
15 45 | 200 0.701 | 0.702 | 0.701 | 0.701 | 889.387.464 0.00854 0.005 5 88.939
30 45 | 200 0.7 ] 0.704 | 0.703 | 0.702 | 885.538.689 0.00862 0.005 5 88.554
60 45 | 200 0.696 | 0.693 | 0.689 | 0.693 | 922.743.519 0.04885 0.003 3 92.274
120 45 | 200 0.662 | 0.661 | 0.662 | 0.662 | 104.205.556 0.06615 0.0044 4.4 | 104.206
180 45 | 200 0.638 | 0.639 | 0.635 | 0.637 11.357.091 0.13262 0.0044 4.4 | 113.571
240 45 | 200 0.617 | 0.616 | 0.613 | 0.615 | 122.038.216 0.12571 0.005 5| 122.038
300 45 | 200 0.794 | 0.796 | 0.797 | 0.796 | 526.319.639 0.02241 0.0022 2.2 52.632
360 45 | 200 0.849 | 0.841 | 0.847 | 0.846 | 333.880.862 0.04118 | 0.00185 1.85 33.388
R 45 | 200 0.879 | 0.867 | 0.883 | 0.876 | 215.851.746 0.03116 0.0045 4.5 21.585
15 60 | 200 | 0.747 | 0.746 | 0.742 | 0.745 | 721.324.266 0.01019 0.005 5 71.876
30 60 | 200 0.722 | 0.721 | 0.724 | 0.722 | 808.563.178 0.01112 0.0022 2.2 76.879
60 60 | 200 0.713 | 0.713 | 0.717 | 0.714 | 839.353.382 0.03281 | 0.00415 | 4.15 76.366
120 60 | 200 0.709 | 0.712 | 0.711 | 0.711 | 853.465.559 0.06902 0.0048 4.8 82.524
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180 60 | 200 | 0.601 | 0.608 | 0.604 | 0.604 | 126.271.869 0.13595 0.005 5 91.889
240 60 | 200 | 0.689 | 0.686 | 0.685 | 0.687 | 945.836.172 0.07454 0.002 2 | 100.998
300 60 | 200 | 0.742 | 0.745 | 0.746 | 0.744 | 723.890.116 0.02677 0.0004 0.4 76.879
360 60 | 200 | 0.779 | 0.78 | 0.781 | 0.78 | 586.617.122 0.01969 0.0025 2.5 75.34
R 60 | 200 | 0.825 | 0.823 | 0.829 | 0.826 | 410.856.373 0.00266 0.0036 3.6 44.421
Anexo G. Determinacion de capacidad antioxidante por el método DPPH.
Tabla 10. Datos de curva de calibraciéon del método DPPH.
P. Trolox g P.M Riqueza |Aforo C. Solucién
(g/mol) (%) (ml) patréon ( pM)
0.0250 250.3 97 100 968.87
Alicuo | Aforo C. Sefal 1 Senal 2 Senal 3 Promedio
ta(m) | (ml) Trolox
( pmolET)
0 10 0.00 1.180 1.182 1.181 1.181
0.5 10 12.38 1.082 1.081 1.080 1.081
1 10 24.75 0.999 0.998 1.000 0.999
2 10 49.50 0.854 0.851 0.853 0.853
4 10 99.00 0.627 0.500 0.629 0.585
6 10 148.50 0.393 0.345 0.371 0.370
8 10 198.00 0.108 0.107 0.109 0.108
Determinacion de concentracion de estandares de curva de calibraciéon
C1V1=C2V2 ™ czz%e determinacién estandar 0.05 C,=2S8.88umolETx005mL 5 39

Determinacion de concentracidn de capacidad antioxidante en los extractos obtenidos por el
método DPPH

1.1141—
Ecuacién de la curva. y=-0.0053x+1.1418 — X=—0 0053y — X=

1.1141-0.863
0.0053

= 52.74um01¥
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Tabla 11. Ensayo 1. Determinacion de capacidad antioxidante por método DPPH.
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15 35 | 100 0.86 | 0.863 | 0.865 | 0.863 52.748 0.08371 0.0047 4.7 52.748
30 35| 100 | 0.841 | 0.845 | 0.843 | 0.843 56.464 0.04089 0.0043 4.3 56.464
60 35| 100 | 0.815 | 0.811 | 0.813 | 0.813 62.133 0.06355 0.0028 2.8 62.133
120 35| 100 | 0.807 | 0.805 | 0.808 | 0.807 63.33 0.02512 | 0.00272 2.72 63.33
180 35| 100 | 0.827 | 0.823 | 0.822 | 0.824 60.054 0.03417 | 0.00191 1.91 60.054
240 35| 100 | 0.833 | 0.835 | 0.833 | 0.834 58.228 0.04468 0.0028 2.8 58.228
300 35| 100 | 0.837 | 0.834 | 0.837 | 0.836 57.787 0.0376 | 0.00238 2.38 57.787
360 35| 100 | 0.843 | 0.841 0.84 | 0.841 56.779 0.03984 | 0.00322 3.22 56.779
R 35| 100 | 0.845 | 0.841 | 0.842 | 0.843 56.527 0.0049 0.0049 4.9 56.527
15 40 | 100 | 0.833 | 0.833 | 0.829 | 0.832 58.606 0.0494 0.0043 4.3 58.606
30 40 | 100 | 0.825 | 0.824 | 0.823 | 0.824 60.054 0.01783 | 0.00153 1.53 60.054
60 40 | 100 | 0.819 | 0.817 | 0.818 | 0.818 61.188 0.0462 0.0043 4.3 61.188
120 40 | 100 | 0.811 | 0.811 | 0.811 | 0.811 62.511 0.01587 0.002 2 62.511
180 40 | 100 0.8 | 0.802 0.8 | 0.801 64.464 0.01192 0.0013 1.3 64.464
240 40 | 100 0.81 | 0.811 | 0.813 | 0.811 62.448 0.00934 | 0.00434 4.34 62.448
300 40 | 100 | 0.822 | 0.824 | 0.822 | 0.823 60.306 0.00532 | 0.00135 1.35 60.306
360 40 | 100 | 0.825 | 0.825 | 0.826 | 0.825 59.802 0.01488 | 0.00135 1.35 59.802
R 40 | 100 | 0.829 | 0.829 | 0.833 0.83 58.858 0.00422 | 0.00422 4.22 58.858
15 45 | 100 | 0.816 | 0.817 | 0.823 | 0.819 61.062 0.01474 | 0.00185 1.85 61.062
30 45 | 100 0.819 | 0.821 | 0.817 | 0.819 60.999 0.01151 | 0.00182 1.82 60.999
60 45 | 100 0.817 | 0.813 | 0.815 | 0.815 61.755 0.05426 | 0.00425 4.25 61.755
120 45 | 100 0.813 | 0.812 0.81 | 0.812 62.385 0.04346 | 0.00381 3.81 62.385
180 45 | 100 0.8 | 0.803 0.8 | 0.801 64.401 0.03092 | 0.00275 2.75 64.401
240 45 | 100 | 0.811 | 0.815 | 0.813 | 0.813 62.133 0.01884 | 0.00138 1.38 62.133
300 45 | 100 0.829 | 0.825 | 0.827 | 0.827 59.487 0.04024 0.0033 3.3 59.487
360 45 | 100 0.834 | 0.833 | 0.838 | 0.835 57.976 0.02181 0.0016 1.6 57.976
R 45 | 100 | 0.846 | 0.849 | 0.846 | 0.847 55.708 0.01188 | 0.00194 1.94 55.708
15 60 | 100 | 0.833 | 0.827 | 0.823 | 0.828 59.362 0.00996 | 0.00496 4.96 59.362
30 60 | 100 0.82 | 0.821 | 0.822 | 0.821 60.621 0.00477 | 0.00477 4.77 60.621
60 60 | 100 0.823 | 0.819 | 0.818 0.82 60.81 0.00485 | 0.00485 4.85 60.81
120 60 | 100 0.816 | 0.817 | 0.815 | 0.816 61.566 0.02919 | 0.00355 3.55 61.566
180 60 | 100 | 0.815 | 0.813 | 0.811 | 0.813 62.133 0.05541 | 0.00315 3.15 62.133
240 60 | 100 | 0.818 | 0.817 | 0.817 | 0.817 61.314 0.06177 | 0.00298 2.98 61.314
300 60 | 100 | 0.835 | 0.837 | 0.838 | 0.837 57.661 0.02254 | 0.00346 3.46 57.661
360 60 | 100 0.851 | 0.859 | 0.853 | 0.854 54.322 0.01195 | 0.00295 2.95 54.322
R 60 | 100 0.864 | 0.863 | 0.861 | 0.863 52.748 0.02542 | 0.00255 2.55 52.748
15 351|150 | 0.818 | 0.816 | 0.817 | 0.817 61.377 0.01674 0.005 5 61.377
30 351|150 | 0.812 | 0.813 | 0.812 | 0.812 62.259 0.0577 | 0.00419 4.19 62.259
60 35| 150 | 0.809 | 0.809 | 0.807 | 0.808 63.015 0.03849 | 0.00321 3.21 63.015
120 35 | 150 0.8 | 0.802 | 0.801 | 0.801 64.401 0.019 | 0.00174 1.74 64.401
180 35 | 150 0.797 | 0.799 | 0.796 | 0.797 65.094 0.02781 | 0.00276 2.76 65.094
240 35| 150 | 0.814 | 0.816 | 0.814 | 0.815 61.818 0.0458 | 0.00387 3.87 61.818
300 351|150 | 0.825 | 0.825 | 0.828 | 0.826 59.676 0.03179 0.002 2 59.676
360 351|150 | 0.833 | 0.835 | 0.833 | 0.834 58.228 0.05162 | 0.00353 3.53 58.228
R 35 | 150 0.837 | 0.837 | 0.839 | 0.838 57.472 0.05293 | 0.00233 2.33 57.472
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15 40 | 150 | 0.822 | 0.821 0.82 | 0.821 60.621 0.05549 | 0.00481 4.81 60.621
30 40 | 150 | 0.818 | 0.817 | 0.819 | 0.818 61.188 0.05677 | 0.00315 3.15 61.188
60 40 | 150 | 0.815 | 0.811 | 0.815 | 0.814 62.007 0.07344 | 0.00432 4.32 62.007
120 40 | 150 | 0.801 | 0.801 | 0.797 0.8 64.653 0.0684 | 0.00316 3.16 64.653
180 40 | 150 | 0.787 | 0.789 0.79 | 0.789 66.731 0.03823 | 0.00236 2.36 66.731
240 40 | 150 | 0.813 | 0.813 | 0.815 | 0.814 62.007 0.03049 | 0.00201 2.01 62.007
300 40 | 150 | 0.818 | 0.821 | 0.819 | 0.819 60.936 0.07849 0.0042 4.2 60.936
360 40 | 150 | 0.827 | 0.828 | 0.827 | 0.827 59.425 0.06066 | 0.00361 3.61 59.425
R 40 | 150 | 0.833 | 0.833 | 0.835 | 0.834 58.228 0.00937 | 0.00121 1.21 58.228
15 451150 | 0.823 | 0.825 | 0.821 | 0.823 60.243 0.02591 | 0.00277 2.77 60.243
30 45 | 150 | 0.818 | 0.815 | 0.817 | 0.817 61.44 0.02 | 0.00219 2.19 61.44
60 45 | 150 | 0.807 | 0.805 | 0.807 | 0.806 63.393 0.03483 0.0032 3.2 63.393
120 45 | 150 | 0.793 0.79 | 0.791 | 0.791 66.227 0.09426 0.0048 4.8 66.227
180 45 | 150 0.78 | 0.782 0.78 | 0.781 68.243 0.06284 | 0.00426 4.26 68.243
240 451150 | 0.809 | 0.813 | 0.811 | 0.811 62.511 0.05019 | 0.00325 3.25 62.511
300 45 | 150 | 0.821 | 0.821 | 0.823 | 0.822 60.495 0.0326 0.0041 4.1 60.495
360 45 | 150 | 0.827 | 0.827 | 0.825 | 0.826 59.613 0.04322 | 0.00254 2.54 59.613
R 45 | 150 | 0.829 0.83 | 0.822 | 0.827 59.487 0.01438 0.002 2 59.487
15 60 | 150 | 0.819 | 0.817 | 0.816 | 0.817 61.314 0.00802 0.005 5 61.314
30 60 | 150 | 0.805 | 0.801 0.8 | 0.802 64.212 0.00791 | 0.00491 4.91 64.212
60 60 | 150 | 0.785 | 0.781 | 0.785 | 0.784 67.676 0.04561 0.004 4 67.676
120 60 | 150 | 0.775 | 0.772 | 0.772 | 0.773 69.692 0.06936 | 0.00333 3.33 69.692
180 60 | 150 | 0.769 | 0.771 0.7 | 0.747 74.668 0.08097 | 0.00222 2.22 74.668
240 60 | 150 | 0.797 | 0.801 | 0.805 | 0.801 64.401 0.04823 | 0.00392 3.92 64.401
300 60 | 150 | 0.815 | 0.812 | 0.815 | 0.814 61.944 0.01999 | 0.00307 3.07 61.944
360 60 | 150 | 0.818 0.82 | 0.819 | 0.819 60.999 0.0217 0.0021 2.1 60.999
R 60 | 150 | 0.823 | 0.825 | 0.827 | 0.825 59.865 0.03607 | 0.00403 4.03 59.865
15 35| 200 | 0.813 | 0.815 | 0.818 | 0.815 61.692 0.00412 | 0.00402 4.02 61.692
30 35| 200 | 0.807 | 0.807 | 0.808 | 0.807 63.204 0.03393 0.005 5 63.204
60 35| 200 | 0.803 | 0.803 | 0.802 | 0.803 64.086 0.03319 0.0048 4.8 64.086
120 35200 | 0.791 | 0.795 | 0.895 | 0.827 59.487 0.04964 | 0.00173 1.73 59.487
180 35 | 200 0.78 | 0.784 | 0.781 | 0.782 68.054 0.05067 0.0011 11 68.054
240 35| 200 | 0.805 | 0.807 | 0.806 | 0.806 63.456 0.03755 0.0043 4.3 63.456
300 35| 200 | 0.816 | 0.816 | 0.816 | 0.816 61.566 0.02826 | 0.00248 2.48 61.566
360 35| 200 | 0.826 | 0.826 | 0.825 | 0.826 59.739 0.06385 | 0.00385 3.85 59.739
R 35200 | 0.831 | 0.832 | 0.834 | 0.832 58.48 0.01352 | 0.00438 4.38 58.48
15 40 | 200 | 0.823 | 0.825 | 0.824 | 0.824 60.054 0.00278 0.0024 2.4 60.054
30 40 | 200 | 0.812 | 0.811 | 0.813 | 0.812 62.322 0.00739 0.004 4 62.322
60 40 | 200 | 0.801 | 0.805 | 0.803 | 0.803 64.023 0.07048 0.0032 3.2 64.023
120 40 | 200 | 0.785 | 0.786 | 0.787 | 0.786 67.235 0.09123 | 0.00217 2.17 67.235
180 40 | 200 0.77 | 0.774 | 0.772 | 0.772 69.881 0.10224 0.0031 3.1 69.881
240 40 | 200 | 0.795 | 0.798 | 0.796 | 0.796 65.283 0.19 | 0.00479 4.79 65.283
300 40 | 200 | 0.815 | 0.812 | 0.816 | 0.814 61.881 0.06131 0.0031 3.1 61.881
360 40 | 200 | 0.822 | 0.826 | 0.823 | 0.824 60.117 0.0757 0.0037 3.7 60.117
R 40 | 200 | 0.829 | 0.829 | 0.832 0.83 58.921 0.00681 | 0.00387 3.87 58.921
15 451200 | 0.814 | 0.812 | 0.814 | 0.813 62.07 0.00279 0.002 2 62.07
30 451200 | 0.807 | 0.803 | 0.807 | 0.806 63.519 0.01698 | 0.00267 2.67 63.519
60 45 | 200 | 0.785 | 0.785 | 0.781 | 0.784 67.676 0.03754 0.0029 2.9 67.676
120 45 | 200 | 0.777 | 0.771 | 0.772 | 0.773 69.629 0.08155 | 0.00403 4.03 69.629
180 451200 | 0.761 | 0.765 | 0.763 | 0.763 71.582 0.11329 | 0.00281 2.81 71.582
240 451200 | 0.787 | 0.789 | 0.793 0.79 66.542 0.07366 0.0045 4.5 66.542
300 451200 | 0.803 | 0.807 | 0.803 | 0.804 63.771 0.04678 0.0037 3.7 63.771
360 45 | 200 | 0.819 | 0.815 | 0.816 | 0.817 61.44 0.05094 | 0.00492 4.92 61.44
R 45 | 200 | 0.822 | 0.824 | 0.828 | 0.825 59.928 0.00617 | 0.00412 4.12 59.928
15 60 | 200 | 0.813 | 0.811 | 0.813 | 0.812 62.259 0.00128 | 0.00275 2.75 62.259
30 60 | 200 | 0.801 | 0.803 | 0.801 | 0.802 64.275 0.00434 0.0033 3.3 64.275
60 60 | 200 | 0.781 | 0.781 | 0.778 0.78 68.369 0.01788 | 0.00255 2.55 68.369
120 60 | 200 | 0.769 | 0.769 | 0.767 | 0.768 70.574 0.07842 | 0.00484 4.84 70.574
180 60 | 200 | 0.731 | 0.735 | 0.733 | 0.733 77.251 0.1007 | 0.00452 4.52 77.251
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240 60 | 200 | 0.781 | 0.783 0.78 | 0.781 68.117 0.06299 | 0.00451 4.51 68.117
300 60 | 200 | 0.799 | 0.799 | 0.795 | 0.798 65.031 0.04073 | 0.00256 2.56 65.031
360 60 | 200 | 0.801 | 0.803 | 0.804 | 0.803 64.086 0.03677 0.0031 3.1 64.086
R 60 | 200 | 0.809 | 0.812 | 0.813 | 0.811 62.448 0.03483 | 0.00275 2.75 62.448
Tabla 2. Ensayo 2. Determinacion de capacidad antioxidante por método DPPH.
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15 35| 100 | 0.876 | 0.876 | 0.875 | 0.876 50.291 0.01502 0.0037 3.7 50.291
30 35 100 | 0.851 | 0.857 | 0.851 | 0.853 54.574 0.01619 | 0.00468 4.68 54.574
60 35| 100 | 0.825 | 0.821 | 0.823 | 0.823 60.243 0.03116 0.005 5 60.243
120 35| 100 | 0.801 | 0.801 | 0.803 | 0.802 64.275 0.05568 | 0.00422 4.22 64.275
180 35| 100 | 0.817 | 0.815 | 0.816 | 0.816 61.566 0.07514 0.0024 24 61.566
240 35| 100 | 0.823 | 0.827 | 0.828 | 0.826 59.676 0.10916 | 0.00474 4.74 59.676
300 35| 100 | 0.839 0.84 | 0.839 | 0.839 57.157 0.05763 | 0.00344 3.44 57.157
360 35| 100 | 0.849 | 0.847 | 0.846 | 0.847 55.645 0.03984 | 0.00322 3.22 55.645
R 35| 100 | 0.857 | 0.853 | 0.855 | 0.855 54.196 0.02624 0.003 3 54.196
15 40| 100 | 0.873 | 0.871 | 0.872 | 0.872 50.984 0.01396 0.0025 2.5 50.984
30 40| 100 | 0.815 | 0.817 | 0.816 | 0.816 61.566 0.02386 | 0.00105 1.05 61.566
60 40 | 100 | 0.811 0.81 | 0.807 | 0.809 62.826 0.03577 0.0045 4.5 62.826
120 40 | 100 | 0.803 | 0.801 | 0.803 | 0.802 64.149 0.04437 0.0049 4.9 64.149
180 40 | 100 | 0.798 | 0.796 | 0.799 | 0.798 65.031 0.04114 0.0027 2.7 65.031
240 40 | 100 | 0.801 | 0.804 | 0.806 | 0.804 63.897 0.07405 0.003 3 63.897
300 40 | 100 | 0.812 | 0.818 | 0.816 | 0.815 61.692 0.09357 0.005 5 61.692
360 40 | 100 0.83 0.83 | 0.833 | 0.831 58.732 0.03155 0.005 5 58.732
R 40 | 100 | 0.839 | 0.835 | 0.837 | 0.837 57.598 0.06011 0.0021 2.1 57.598
15 45 1100 | 0.886 | 0.889 | 0.887 | 0.887 48.086 0.01309 | 0.00215 2.15 48.086
30 45 | 100 | 0.839 0.84 0.84 0.84 57.094 0.0133 | 0.00155 1.55 57.094
60 45 | 100 | 0.827 | 0.823 | 0.827 | 0.826 59.739 0.0338 0.0033 3.3 59.739
120 45 | 100 | 0.817 | 0.814 | 0.815 | 0.815 61.692 0.03086 0.0036 3.6 61.692
180 45 | 100 0.8 | 0.803 | 0.801 | 0.801 64.338 0.03817 0.0041 4.1 64.338
240 451100 | 0.815 ] 0.812 | 0.813 | 0.813 62.07 0.06376 0.0039 3.9 62.07
300 451100 | 0.839 | 0.837 | 0.836 | 0.837 57.535 0.04538 | 0.00465 4.65 57.535
360 45 | 100 | 0.844 | 0.841 0.84 | 0.842 56.716 0.07764 0.0037 3.7 56.716
R 45 | 100 | 0.856 0.86 | 0.859 | 0.858 53.566 0.05482 0.004 4 53.566
15 60 | 100 | 0.873 | 0.877 | 0.873 | 0.874 50.543 0.0185 0.0027 2.7 50.543
30 60 | 100 | 0.862 | 0.862 0.86 | 0.861 53 0.01928 0.0022 2.2 53
60 60 | 100 | 0.833 | 0.837 | 0.834 | 0.835 58.039 0.01672 0.0018 1.8 58.039
120 60 | 100 | 0.826 | 0.826 | 0.824 | 0.825 59.802 0.02103 | 0.00215 2.15 59.802
180 60 | 100 | 0.816 | 0.819 | 0.816 | 0.817 61.377 0.143 | 0.00385 3.85 61.377
240 60 | 100 | 0.825 | 0.822 | 0.827 | 0.825 59.928 0.21579 0.0048 4.8 59.928
300 60 | 100 | 0.845 0.84 | 0.838 | 0.841 56.842 0.05336 0.0048 4.8 56.842
360 60 | 100 | 0.853 | 0.854 | 0.857 | 0.855 54.259 0.02239 0.0023 2.3 54.259
R 60 | 100 | 0.867 | 0.865 | 0.861 | 0.864 52.433 0.03027 0.0042 4.2 52.433
15 35150 | 0.878 | 0.879 | 0.877 | 0.878 49.85 0.01304 0.001 1 49.85
30 35150 | 0.832 | 0.836 | 0.832 | 0.833 58.291 0.01128 0.005 5 58.291
60 351150 | 0.819 | 0.819 | 0.817 | 0.818 61.125 0.05335 0.0045 4.5 61.125
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120 35 | 150 0.8 0.8 | 0.801 0.8 64.527 0.04512 0.004 4 64.527
180 35 | 150 | 0.807 0.81 | 0.806 | 0.808 63.141 0.11065 0.003 3 63.141
240 35| 150 | 0.824 0.82 | 0.822 | 0.822 60.432 0.12377 0.0023 2.3 60.432
300 35[150 | 0.835 | 0.832 | 0.828 | 0.832 58.606 0.02124 | 0.00345 3.45 58.606
360 35150 | 0.843 0.84 | 0.837 0.84 57.031 0.01075 | 0.00471 4.71 57.031
R 35| 150 | 0.847 | 0.847 | 0.849 | 0.848 55.582 0.00477 | 0.00285 2.85 55.582
15 40 | 150 | 0.842 | 0.841 | 0.842 | 0.842 56.716 0.0143 0.0023 2.3 56.716
30 40 | 150 | 0.838 | 0.837 | 0.836 | 0.837 57.598 0.01938 | 0.00189 1.89 57.598
60 40 ] 150 | 0.825 | 0.811 | 0.825 0.82 60.747 0.09943 0.004 4 60.747
120 40 | 150 | 0.811 0.81 | 0.813 | 0.811 62.448 0.06816 0.004 4 62.448
180 40 | 150 | 0.773 | 0.779 | 0.775 | 0.776 69.188 0.16047 0.0042 4.2 69.188
240 40 | 150 | 0.803 | 0.805 | 0.801 | 0.803 64.023 0.04545 0.0036 3.6 64.023
300 40 | 150 | 0.818 | 0.821 | 0.817 | 0.819 61.062 0.01854 0.0038 3.8 61.062
360 40| 150 | 0.837 | 0.838 | 0.835 | 0.837 57.661 0.01647 0.0035 3.5 57.661
R 40| 150 | 0.843 | 0.841 | 0.846 | 0.843 56.401 0.03748 0.005 5 56.401
15 451150 | 0.813 | 0.815 | 0.813 | 0.814 62.007 0.02526 0.005 5 62.007
30 45 | 150 | 0.808 | 0.805 | 0.807 | 0.807 63.33 0.01801 0.0015 15 63.33
60 45 1150 | 0.797 | 0.795 | 0.798 | 0.797 65.22 0.03156 0.0024 24 65.22
120 45 1150 | 0.773 | 0.779 | 0.776 | 0.776 69.125 0.06993 0.0045 4.5 69.125
180 45 1150 | 0.758 | 0.752 | 0.754 | 0.755 73.156 0.29022 0.0045 4.5 73.156
240 45 | 150 | 0.849 | 0.843 | 0.844 | 0.845 56.023 0.15522 0.005 5 56.023
300 45 1150 | 0.891 | 0.891 | 0.895 | 0.892 47.141 0.05188 0.004 4 47.141
360 45 | 150 | 0.807 | 0.807 | 0.808 | 0.807 63.204 0.03224 0.005 5 63.204
R 45 1150 | 0.819 | 0.813 | 0.819 | 0.817 61.377 0.03098 0.003 3 61.377
15 60 | 150 | 0.811 | 0.817 | 0.812 | 0.813 62.07 0.00724 0.0016 1.6 62.07
30 60 | 150 0.8 | 0.801 0.8 0.8 64.527 0.00447 0.004 4 64.527
60 60 | 150 | 0.775 | 0.771 | 0.775 | 0.774 69.566 0.10655 0.0045 4.5 69.566
120 60 | 150 | 0.765 | 0.762 | 0.763 | 0.763 71.519 0.17186 0.0045 4.5 71.519
180 60 | 150 | 0.739 | 0.731 | 0.736 | 0.735 76.81 0.13216 0.0049 4.9 76.81
240 60 | 150 | 0.727 | 0.821 | 0.727 | 0.758 72.463 0.02832 0.0035 3.5 72.463
300 60 | 150 | 0.885 | 0.882 | 0.883 | 0.883 48.842 0.02182 0.0028 2.8 48.842
360 60 | 150 | 0.898 | 0.802 | 0.898 | 0.866 52.118 0.02472 0.003 3 52.118
R 60 | 150 | 0.803 | 0.805 | 0.806 | 0.805 63.708 0.013 0.004 4 63.708
15 35| 200 | 0.843 | 0.845 | 0.843 | 0.844 56.338 0.00895 0.005 5 56.338
30 351|200 | 0.837 | 0.837 | 0.837 | 0.837 57.598 0.04543 0.0014 1.4 57.598
60 35 [ 200 | 0.823 | 0.825 | 0.823 | 0.824 60.117 0.01999 0.005 5 60.117
120 35[200 | 0.811 | 0.805| 0.811 | 0.809 62.889 0.05924 0.005 5 62.889
180 35| 200 | 0.788 | 0.784 | 0.788 | 0.787 67.109 0.04816 0.004 4 67.109
240 35| 200 | 0.808 | 0.807 | 0.808 | 0.808 63.141 0.06911 0.005 5 63.141
300 35]200 | 0.819 | 0.816 | 0.819 | 0.818 61.188 0.01707 0.0015 15 61.188
360 35 ] 200 | 0.829 | 0.826 | 0.829 | 0.828 59.299 0.03002 0.0035 3.5 59.299
R 35]200 | 0.837 | 0.832 | 0.837 | 0.835 57.913 0.03896 0.0035 3.5 57.913
15 40 | 200 | 0.833 | 0.835 | 0.831 | 0.833 58.354 0.00553 0.005 5 58.354
30 40 | 200 | 0.822 | 0.811 | 0.821 | 0.818 61.176 0.00623 0.005 5 61.176
60 40 | 200 | 0.808 | 0.805 | 0.803 | 0.805 63.582 0.04196 0.0033 3.3 63.582
120 40 |1 200 | 0.795 | 0.796 | 0.785 | 0.792 66.101 0.07369 0.0032 3.2 66.101
180 40 | 200 0.78 | 0.784 0.78 | 0.781 68.117 0.14242 0.004 4 68.117
240 40 | 200 | 0.797 | 0.798 | 0.797 | 0.797 65.094 0.10809 | 0.00215 2.15 65.094
300 40 | 200 | 0.818 | 0.812 | 0.818 | 0.816 61.566 0.08805 0.0005 0.5 61.566
360 40 |1 200 | 0.824 | 0.826 | 0.824 | 0.825 59.928 0.06557 0.005 5 59.928
R 40 ] 200 | 0.835 | 0.829 | 0.835 | 0.833 58.354 0.05227 0.0038 3.8 58.354
15 451200 | 0.818 | 0.818 | 0.818 | 0.818 61.188 0.00854 0.005 5 61.188
30 45 |1 200 | 0.801 | 0.805 | 0.804 | 0.803 63.96 0.00862 0.005 5 63.96
60 451200 | 0.775 | 0.775 | 0.771 | 0.774 69.566 0.04885 0.003 3 69.566
120 451200 | 0.767 | 0.763 | 0.762 | 0.764 71.393 0.06615 0.0044 4.4 71.393
180 451200 | 0.731 | 0.735 | 0.736 | 0.734 77.062 0.13262 0.0044 4.4 77.062
240 451200 | 0.777 | 0.778 | 0.775 | 0.777 68.999 0.12571 0.005 5 68.999
300 45 1200 | 0.793 | 0.795 | 0.798 | 0.795 65.472 | 0.022419 0.0022 2.2 65.472
360 451200 | 0.809 | 0.807 | 0.809 | 0.808 63.015 0.04118 | 0.00185 1.85 63.015
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R 451200 | 0.812 | 0.811 | 0.814 | 0.812 62.259 0.03116 0.0045 4.5 62.259
15 60 | 200 | 0.801 | 0.801 | 0.803 | 0.802 64.275 0.01019 0.005 5 64.275
30 60 | 200 | 0.785 | 0.785 | 0.787 | 0.786 67.298 0.01112 0.0022 2.2 67.298
60 60 | 200 | 0.745 | 0.745 | 0.748 | 0.746 74.794 0.03281 | 0.00415 4.15 74.794
120 60 | 200 | 0.729 | 0.729 | 0.727 | 0.728 78.133 0.06902 0.0048 4.8 78.133
180 60 | 200 | 0.701 | 0.701 | 0.703 | 0.702 83.172 0.13595 0.005 5 83.172
240 60 | 200 | 0.741 | 0.741 | 0.748 | 0.743 75.298 0.07454 0.002 2 75.298
300 60 | 200 | 0.789 | 0.799 | 0.795 | 0.794 65.661 0.02677 0.0004 0.4 65.661
360 60 | 200 | 0.805 | 0.803 | 0.804 | 0.804 63.834 0.01969 0.0025 2.5 63.834
R 60 | 200 | 0.811 | 0.812 | 0.813 | 0.812 62.322 0.00266 0.0036 3.6 62.322

Anexo H. Andlisis estadistico

ANOVA unidireccional: Rendimiento vs. Tiempo

Fuente GL
Factor 2 138606 69303 108,63 0,000
Error 33 21053 638
35 159659

Total

SC MC

=

S=25,26 R-cuad. =86,81%

Nivel
T (°C)

P (bar)

P

R-cuad.(ajustado) = 86,01%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

N Media Desv.Est. ---+--------- o oo O
12 45,00 9,77 (--*--)
12 150,00 42,64 (--*--)
Rendimiento 12 2,33 0,52 (--*--
S S S S N N—
0 50 100 150

Desv.Est. agrupada = 25,26

ANOVA unidireccional: Contenido de Fenoles Totales vs. Presion y Temperatura

Fuente GL
Factor

Error
Total

SC

MC

F

P

2 474721 237360 6,01 0,004
55 2171124 39475
57 2645845

S=198,7 R-cuad.=17,94%

Nivel
T (°C)

P (bar)

R-cuad.(ajustado) = 14,96%

N Media Desv.Est.

12

45,0

12 150,0
Rendimiento mg GAE/ 100 34 267,9 255,3

9,8
42,6

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
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Nivel - Fonmemeeen Fonmemees Fonmemeees +---

T (°C) (---mmmn L — )

P (bar) (----mmv *oee )

Rendimiento mg GAE/ 100 (----*=mm--)
m————— F- [ T F e

Desv.Est. agrupada = 198,7

ANOVA unidireccional: Capacidad antioxidante por método ABTS vs. Presion y
Temperatura

Fuente GL SC MC F P
Factor 2 571124 285562 5,77 0,006
Error 44 2176331 49462

Total 46 2747456

S =222,4 R-cuad.=20,79% R-cuad.(ajustado)=17,19%

Nivel N Media Desv.Est.
T (°C) 12 45,0 9,8
P (bar) 12 150,0 426

Rendimiento umol ET/g 23 304,9 313,0

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel - Fommeoe Fomme +ommee +---

T (°C) (rmerteeer)

P (bar) C——

Rendimiento ymol ET/g O )
R E— S R S R +---

Desv.Est. agrupada = 222,4

ANOVA unidireccional: Capacidad antioxidante por método DPPH vs. Presion y
Temperatura

Fuente GL SC MC F P
Factor 2 1757629 878815 941,57 0,000
Error 33 30801 933

Total 35 1788430

S =30,55 R-cuad. =98,28% R-cuad.(ajustado)=98,17%

Nivel N Media Desv.Est.
T (°C) 12 45,00 9,77
P (bar) 12 150,00 42,64

Rendimiento umol ET/g 12 557,32 29,77
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ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel -- + -+ -t +-

T(°C) *)

P (bar) ™*

Rendimiento umol ET/g ™*
+ + emtememeeeen +-

150 300 450 600

Desv.Est. agrupada = 30,55
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