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RESUMEN

En el presente estudio llevé a cabo la optimizacién de la extraccion por
maceracion de compuestos de la corteza y hojas chuchuhuasi aplicando la
metodologia de superficie de respuesta (RSM). Ademas, se realiz6 la evaluacion
del extracto obtenido en las condiciones optimas de extraccion. Se analizaron
variables como tiempo de maceracion relacion etanol/agua y las interacciones
entre ellas mediante el uso de un disefio factorial 2x2. Los factores significativos
fueron considerados para la optimizacion, empleando un Disefio Box-Behnken,
y el rendimiento, capacidad antioxidante y fenoles totales como variables de
respuesta. Fue encontrado un modelo cuadrético era adecuado, con un valor de
R? ajustado de 0.7850 y 0.8406 para corteza y hojas respectivamente,
determinando un rendimiento de 13% de extracto en un tiempo de 5 dias y 100%
de etanol para la corteza y un rendimiento de 3.20% de extracto en un tiempo de
5 dias y 50% de etanol y 50% de agua ultra pura para las hojas. Los extractos
exhibieron un contenido fendlico de 66.98+9.28 mgEAG/100g MS y 62.36+10.71
MgEAG/100g MS para la corteza y hojas respectivamente. La actividad
captadora de radicales del extracto obtenido en condiciones 6ptimas, se realizé
mediante los métodos ABTS y DPPH, dando como resultados donde la maxima
actividad de ABTS fue de 111.16+7.46 pmol TE/100g MS (ABTS) y14.47+5.56
pmol TE/100g MS (DPPH) para la corteza y ABTS 102.55+£7.81 pmol TE/100g
MS y DPPH 12.78+5.74 umol TE/100g MS para las hojas. Los extractos de
chuchuhuasi pueden ser propuestos como un componente prometedor para

bebidas funcionales, formulaciones cosméticas y farmacéuticas.

Palabras clave: Maytenus amazdnica, optimizacion, fenoles totales y capacidad

antioxidante.
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ABSTRACT

In the present study, the optimization of the extraction and maceration of
compounds from the bark and chuchuhuasi leaves was carried out by applying
the response surface methodology (RSM). In addition, the evaluation of the
extract obtained under the optimal extraction conditions was carried out.
Variables such as maceration time, ethanol/water ratio and the interactions
between them were analyzed using a 2x2 factorial design. The significant factors
were considered for optimization, using a Box-Behnken Design, and yield,
antioxidant capacity and total phenols as response variables. A quadratic model
was found to be adequate, with an adjusted R2 value of 0.7850 and 0.8406 for
bark and leaves respectively, determining a yield of 13% of extract in a time of 5
days and 100% ethanol for the bark and a yield of 3.20% extract over a period of
5 days and 50% ethanol and 50% ultra-pure water for the leaves. The extracts
exhibited a phenolic content of 66.98+9.28 mgEAG/100g DM and 62.36+10.71
mgEAG/100g DM for the bark and leaves respectively. The radical scavenging
activity of the extract obtained under optimal conditions was carried out using the
ABTS and DPPH methods, giving results where the maximum activity of ABTS
was 111.16 + 7.46 umol TE/100g MS (ABTS) and 14.47 + 5.56 umol TE /100g
MS (DPPH) for the bark and ABTS 102.55+7.81 umol TE/100g MS and DPPH
12.78+5.74 pmol TE/100g MS for the leaves. Chuchuhuasi extracts can be
proposed as a promising component for functional beverages, cosmetic and

pharmaceutical formulations.

KEYWORDS: Maytenus amazonica, optimization, total phenols and antioxidant

capacity.
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INTRODUCCION

El creciente interés de la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética
por la alimentacion saludable con compuestos bioactivos que se producen
conduciendo a una demanda creciente de desarrollo de nuevas y mas efectivas
técnicas de andlisis y aislamiento. La extraccibn de compuestos bioactivos de
material vegetal es un desafio permanente, acompafiado de un creciente
requisito de control de los productos finales y un creciente interés por la
proteccion del medio ambiente. Sin embargo, se han realizado esfuerzos en esta
direccion y hoy en dia un namero considerable de técnicas de extraccion
innovadoras utilizando disolventes de grado alimenticio y respetuosos con el

medio ambiente (1).

Sin embargo, no sélo la industria alimentaria esta interesada en fuentes
alternativas de bioactivos. compuestos; las industrias farmacéutica y cosmética
tienen requisitos similares. Los efectos toxicol6gicos en humanos y animales son
los metabolitos secundarios de las especies vegetales y algunas de ellos son los

terpenoides, alcaloides, y compuestos fendlicos (2).

Sin embargo, la extraccion se considera uno de los pasos mas
importantes y un punto critico en el proceso. La eficiencia de extraccion de un
proceso depende de varios factores. En primer lugar, la técnica de extracciéon y
los solventes utilizados son los factores predominantes, pero otras variables
como las propiedades quimicas y fisicas del objetivo. El principal desafio en la
extraccion es lograr la méaxima utilizacion y repetitividad del proceso en el menor

tiempo posible y con el minimo uso de energia y productos quimicos (3).

Sin  embargo, estas técnicas convencionales tienen numerosos
inconvenientes, el mas importante de los cuales son: largo tiempo de extraccion,
altos costos de extraccion (asociados al uso de grandes cantidades de
disolventes organicos y energia), extraccion no selectiva, posibilidad de
degradacion/isomerizaciéon de analitos debido al calentamiento prolongado,
efectos ambientales negativos y reciclaje inadecuado practicas para los

disolventes utilizados (3).

Varias especies vegetales de la amazonia peruana no han sido
estudiadas, sin embargo, los pobladores amazénicos conocen los usos

empiricos de estas especies (4). Las especies vegetales contienen diferentes

1



compuestos bioactivos reconocidos como metabolitos secundarios, que son los

responsables de las actividades bioldgicas (5).

Varios autores han discutido la importancia y el potencial de plantas
medicinales amazonicas como fuente de nuevos agentes terapéuticos, debido al
conocimiento de la bioactividad de las plantas acumulado a través de la
experimentacion durante siglos por personas que viven en intima asociacion con

su entorno (6 ; 7).

Las matrices vegetales poseen diferentes componentes en su estructura
quimica, que tienen importancia fundamental para el desarrollo, crecimiento y
produccion de las plantas. Estos compuestos poseen diferente estructura
quimica, por lo que son clasificados en compuestos organicos y compuestos
inorganicos. Los compuestos inorganicos de mayor utilidad son el agua y los
minerales. Diferentes compuestos organicos que incluyen metabolitos primarios
estan relacionados con el metabolismo celular, asimismo, los metabolitos
secundarios que no estan relacionados con el metabolismo celular, en su

mayoria son los responsables de la actividad biologica de las especies vegetales
(8).

Las actividades econOmicas, el estilo de vida, la alimentacion y la
incidencia de enfermedades transmisibles y no transmisibles generan estrés en
el ser humano. Para contornar este problema una alternativa es el uso
compuestos antioxidantes conocidas como moléculas que actian antes o
durante una reaccion de los radicales libres; en cualquiera de las etapas que
incluyen las etapas de iniciacion, propagacion, terminacién, descomposicion o
en la subsecuente oxidacion de los productos (9). Asi mismo, los compuestos
prooxidantes son altamente reactivos con radicales libres o especies reactivas
de oxigeno presentes en los sistemas bioldgicos (10), presentes en los

alimentos, asi como en los sistemas bioldgicos.

El chuchuhuasi es un arbol originario de la Amazonia. Sus raices, hojas,
corteza y combinaciones de estos se utilizan en la medicina tradicional
principalmente para tratar el reumatismo y, en menor medida, para curar heridas
y combatir la bronquitis y la diarrea. Hasta la fecha, se aislaron principalmente

triterpenos y sesquiterpenos de dihidro-B-agarofurano de M. macrocarpa. Los



compuestos aislados de hojas, raices y corteza mostraron actividades
antibacterianas, antivirales, antiparasitarias, antiinflamatorias y citotoxicas (11).

Los taninos en forma de extractos de plantas son una alternativa para la
promover la quimica verde (12). La principal caracteristica y ventaja de los
taninos es su estructura fendlica que es muy similar a los fenoles sintéticos. Otra
caracteristica clave de los taninos es su actividad como antioxidante (12). Los
taninos son utilizados en la fabricacion de bebidas, alimentos, espumas,
bioldgico, conservantes para madera, aglutinantes para recubrimientos de teflon,

entre otros (12).

Los diferentes procesos de extraccion de compuestos y sustancias
especificas precisan ser optimizados para racionalizar su uso, una de las
herramientas mas utilizadas es la metodologia de superficie de respuesta (MSR),
esta herramienta es un conjunto de técnicas estadisticas y matematicas
utilizadas para resolver problemas en las que una respuesta de interés esta
influenciada por variables cuantificables. La MSR es el disefio de los
experimentos que encuentren valores razonables para la variable respuesta vy,
determine un modelo mateméatico que se ajuste a los datos encontrados y
establezca valores que optimicen el valor de la variable respuesta (13). Los
disefios experimentales, aplicado junto a la metodologia de superficie de
respuesta mejora la eficiencia en procesos como la extraccion de compuestos
de interes, debido a que son herramientas multivariadas que durante la
optimizacién evaluan las variables y sus posibles interacciones. El uso de estas
herramientas posibilita obtener informacibn con una menor cantidad de

experimentales (14).

Delante de los expuesto, el objetivo del presente estudio fue optimizar la
extraccion de compuestos de la corteza y hojas de chuchuhuasi utilizando
metodologia de superficie de respuesta. Los resultados obtenidos podrian
contribuir a la formulacién de nuevos productos alimenticios, farmacoldgicos y

otras aplicaciones.



CAPITULO I:

MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes

Plantas medicinales, especias y hierbas son materias primas vegetales o
productos aptos para uso, también conocidos como hierbas medicinales y
productos aromatizantes que se utilizan principalmente para fines terapéuticos y
aromaticos y/o para fines culinarios, 0 como saborizantes o componentes activos
de cosméticos, medicamentos, alimentos saludables y otros productos naturales
(15). Estas especies vegetales se han utilizado desde la antigiedad como una
alternativa para mitigar enfermedades y mejorar la salud y bienestar. La
demanda de plantas medicinales como especias y hierbas esta aumentando en
paises desarrollados y en desarrollo. Aproximadamente el 15% de los
medicamentos son obtenidos de plantas y el 80% de la poblacion en paises en
desarrollo utiliza medicina de fuentes vegetales (16).

La creciente demanda mundial de plantas medicinales, especias y las
hierbas proporcionan una oportunidad no solo para el comercio sino también
para los agricultores locales con la finalidad de mejorar sus ingresos al incluir
estos cultivos en sus actividades agricolas. La estructura del mercado global de
hierbas y especias es competitiva (17). La obtencion, purificacion e investigacion
de sustancias naturales continta siendo una preocupacion de la ciencia que
incluye la quimica, biologia y farmacologia por mas de dos siglos por la alta
potencialidad de compuestos bioactivos, como productos funcionales y
nutraceuticos, que en su gran mayoria se encuentran en las regiones

amazonicas.
1.2 Bases tedricas
1.2.1 Aspectos botanicos

El interés cientifico por el conocimiento de las especies vegetales,
continla siendo una necesidad impostergable debido a que la vida humana
depende de las especies vegetales y, consecuentemente, la subsistencia del
resto de los seres vivos, por ser ellas las Unicas transformadoras de los

compuestos inorganicos en compuestos organicos, es decir, en alimento. El



estudio de las plantas continua en evolucion siendo la botanica, la ciencia que

se encarga de estudiar a las especies vegetales (18).

Maytenus macrocarpa (Celastraceae) es un arbol originario de la
Amazonia. Sus raices, hojas, corteza, y combinaciones de estos se utilizan en la
medicina tradicional principalmente para tratar el reumatismo y, en cierta medida,
en menor medida, para curar heridas y combatir la bronquitis y la diarrea. Hasta
la fecha se aislaron principalmente triterpenos y sesquiterpenos de dihidro-3-
agarofurano de M. macrocarpa. Extractos y puros seleccionados. Los
compuestos aislados de las hojas, raices y corteza del tallo mostraron
propiedades antibacterianas, antivirales, antiparasitarias, actividades

antiinflamatorias y citotoxicas in vitro (19).
1.2.2 Procesos de extraccion de compuestos

La preparacion de medicamentos a base de especies vegetales se
dispone de varios métodos para extraer los principios activos contenidos en
dicha matriz, los cuales necesitan de un liquido extractor que va a depender de
la técnica y de la estructura del bioactivo. Los procesos de extraccion pueden
ser de solido a liquido, de liquido a liquido, etc. El uso de un tipo de extracciéon
conveniente no solo influye en la precision de los resultados, sino que también
determina el tiempo total de analisis y de esta manera afecta a la muestra y al
analisis. El proceso de extraccion se puede clasificar en dos clases: técnicas
convencionales y avanzadas (20). Para obtener la concentracion adecuada de
bioactivos de especies vegetales y que su accién sea efectiva es necesario
realizar varios procedimientos, generalmente con solventes de grado alimenticio,
seleccionados de acuerdo a la solubilidad y estabilidad de las sustancias a

extraer (21).

Los aspectos clave que afectan el proceso de extraccion incluyen las
variables operativas que influyen en los rendimientos y las tasas, como el tipo de
disolvente y la proporcién de disolvente, el tiempo y la temperatura de extraccion,
pero también el acondicionamiento mecéanico y térmico de la muestra antes de
la extraccion un paso esencial que debe optimizarse. La influencia de la
preparacion del material en el rendimiento de la extraccion de acido ursélico de

hojas de Paulownia fortune fue confirmada por una reduccién en el tiempo



requerido para alcanzar extraccion maxima de 20 min con polvo convencional a

5 min con polvo ultramicro (22).

Se han descrito técnicas de extraccion tradicionales, como la maceracion,
la extraccion en Soxhlet y la extraccion por reflujo térmico, principalmente para
la extraccion de acido ursdlico de frutas y medicamentos, y dependiendo de Se
eligio la materia prima, el método y/o los solventes. Disolventes convencionales
como agua, alcoholes inferiores y sus mezclas. con agua, acetona, dietiléter,

cloroformo, hexano vy etilo (22).

Las moléculas bioactivas se pueden extraer con diferentes disolventes
organicos o una mezcla de solventes (23). Hay diferentes técnicas para realizar
extracciones, y su selecciéon también afecta la eficiencia del proceso. Las
técnicas clasicas, como la maceracion y la extraccion Soxhlet, generalmente
requiere largos periodos de extraccion y grandes cantidades de disolvente. Sin
embargo, varias técnicas alternativas, como la extraccion asistida por
microondas y la extraccion asistida por ultrasonido. Las técnicas alternativas dan
como resultado la reduccion del tiempo de extraccion, consumo de energia y
cantidad de disolvente. utilizado, proporcionando un alto rendimiento de

recuperacion de extracto (24).
1.2.3 Técnicas de extraccion

Existen varios métodos para la extraccibn de compuestos bioactivos, el
factor mas importante en su seleccion es el uso final de los compuestos
extraidos. Otros factores que influyen en la calidad como en la cantidad de los
compuestos extraidos son el método de extraccion, el tipo de solvente, el tiempo
y temperatura de extraccion, la relacion solvente / sélido y los tamafios de
particulas basados en fluidos comprimidos como agentes de extraccion como los

fluidos supercriticos, fluidos presurizados o diferentes solventes (25).

Las técnicas de extraccion han venido perfeccionandose con la finalidad
de obtener sustancias activas cada vez mas puras. Pero no han conseguido
desplazar a las técnicas convencionales que contindan con importancia en la
actualidad, debido a su inocuidad y reacciones con sustancias adversas (24).
Con la finalidad de obtener una concentracion adecuada de bioactivos que
contienen las especies vegetales y que su accion sea efectiva es necesario

realizar diferentes procedimientos, para extraer dichos metabolitos con solventes



adecuados y que se han seleccionado de acuerdo a caracteristicas como la
solubilidad y la estabilidad que poseen las sustancias bioactivas (27).

Los métodos tradicionales de extraccion de taninos generalmente utilizan
agua como solvente, lo que tiene muchas ventajas como la simplicidad del
proceso, buena efectividad y amplia aplicabilidad. En la actualidad, la extraccion
industrial siempre se realiza mediante extraccion con agua que contiene 1,5% —
2% de sulfito o bisulfito de sodio mas 0,5% de bicarbonato de sodio. En general,
la extraccion de taninos se realiza en las partes de la planta que contienen mas
taninos que difiere de una especie a otra (por ejemplo, corteza, madera, hojas,
semillas, etc.(28).

1.2.3.1 Extraccién sdlido-liquido

Este método de extraccion esta basado en el contacto entre un solvente
y un material sélido. Durante el proceso de extraccion, el solvente ingresa a
través de la pared celular de la matriz vegetal que entra en contacto con la
sustancia a extraer. Posteriormente, el compuesto es solubilizado y extraido. La
extraccion solido-liquido es el método mas simple y tradicional; varios tipos de
tés son utilizados que incluyen solventes organicos, soluciones acuosos y agua
(29).

1.2.3.2 Extraccioén ultrasonido

El mecanismo de extraccibn mediante esta técnica se basa en la
formacion, crecimiento y colapso de micro burbujas en el interior de una fase
liguida sometida a cavitacion ultrasénica (30). Las burbujas son estimuladas
mediante ondas sonoras, con frecuencias superiores a 20 kHz, promoviendo
vibraciones mecanicas en la matriz vegetal. Estas vibraciones pueden romper
los tejidos de la pared celular y mejorar la penetracion del solvente en la matriz

y extraer alta cantidad de compuestos activos (31).
1.2.4 Extractos

Los extractos son concentrados de consistencia soélida, liquida o
intermedia, derivados generalmente de material vegetal deshidratado, se
obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente de los liquidos extractivos
(32).



1.2.5 Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

MSR es una herramienta estadistica y matematica ampliamente utilizada
para mejorar y optimizar procesos, en los que una o0 mas variables dependientes
estan relacionados con varias variables independientes, llamados factores. Esta
técnica permite al investigador obtener un modelo matematico, que sea capaz
de describir el comportamiento del proceso (33). La MSR se basa en el ajuste de
modelos matematicos (lineales, cuadraticos y funciones cubicas) de los
resultados experimentales generados a partir del disefio de experimentos. La
comprobacion del modelo se realiza mediante analisis de varianza (Witek-
Krowiak et al. 2014). Actualmente, existen diversos trabajos de investigacion que
reportan sobre el uso de MSR para la optimizacion del proceso de extraccion de
compuestos fendlicos de fuentes naturales (Deng et al. 2015; Ghitescu et al.
2015).

Esta técnica permite obtener un modelo matematico que sea capaz de
representar el comportamiento del modelo (13). La MSR se basa en el ajuste de
modelos matematicos (lineal, cuadratico y funciones cubicas y otras) a los
resultados experimentales generados a partir del disefio del experimento, la
verificacion del modelo se muestra mediante el andlisis de varianza (34). En
reciente trabajo fue utilizado la MSR para optimizar el proceso de extraccion de

compuestos bioactivos de diversas fuentes vegetales (37 ; 38).

La MSR es una herramienta efectiva y un método estadistico util para
optimizar procesos reduciendo el nimero de experimentos (Kurunczi et al. 2008).
La metodologia esta divida en tres etapas: (1) el disefio rotativo compuesto
central (DRCC), (2) la respuesta modelada dela superficie a través de analisis
de regresion, y (3) el factor del proceso de optimizacion empleando los modelos

de superficie de respuesta.

Diferentes estudios utilizan MSR con la finalidad de definir las condiciones
Optimas para la extraccion. En reciente estudio se utilizd un disefio compuesto
central rotacional que incluyen variables independientes como temperatura, pH,
tiempo de extraccion y relacion solvente/harina. Teniendo como respuesta el
rendimiento de proteina y un modelo de segundo orden obtenido para el
rendimiento de proteina mostré un coeficiente de determinacion de 96.7%. El

rendimiento de proteina se vio afectado principalmente por el pH y la relacion



solvente/harina. El rendimiento maximo se consiguié cuando la temperatura, el
pH, el tiempo de mezcla y la relacién solvente/harina fueron 31°C, 8.8, 20 min,
21: 1 (v/m), respectivamente. Estas condiciones mostraron como resultado 12.24
g de proteina/100 g de harina. La adecuacion del modelo fue validada utilizando
el modelo con valores 6ptimos. Estos resultados admiten disefiar el proceso de
extraccion de proteinas (40).

Las respuestas pueden ser afectadas por factores e interacciones
seleccionadas inadecuadamente (41). La MSR proporciona informacion en el
menor tiempo con la menor cantidad de experimentos. Ademas de analizar los
efectos de las variables independientes, la MSR proporciona un modelo

matematico que describe los procesos quimicos o bioquimicos (42).
1.2.5 Metabolitos secundarios

El entorno de las especies vegetales es amenazado por factores del
medio ambiente que incluyen ataques de patdgenos (hongos, virus, insectos,
nematodos) y condiciones fisicas adversas (sequia, salinidad, temperatura,
exposicion a la radiacion UV). Estas amenazas son reconocidas a través de sus
receptores y sensores que activan sus respuestas de defensa para controlar
estas tensiones. Las respuestas a estos factores son debido a la acumulacion
de metabolitos secundarios que aseguran la supervivencia, persistencia y
competitividad de la planta. Los metabolitos secundarios son variados incluyen
aceites esenciales, flavonoides, alcaloides, glucésidos, taninos, resinas, etc.,
que han sido utilizados como aditivos alimentarios, sabores y productos
farmacéuticos de pueden escalar a nivel industrial. La produccién y uso de
metabolitos secundarios a través de la investigacion podria tener importantes

beneficios econdmicos para la industria alimentaria y farmacéutica (41).

Los metabolitos secundarios no solo juegan un papel vital en la defensa
de las plantas contra su consumo Yy otras defensas entre especies, también son
utilizados por humanos como medicinas, saborizantes, productos farmacéuticos,
agroquimicos, fragancias, colores, bioplaguicidas, aditivos alimentarios y
medicamentos. Muchas de las drogas que se venden hoy en dia son simples
modificaciones sintéticas de sustancias obtenidas de forma natural. El estado
comercial en desarrollo de los metabolitos secundarios en los Gltimos afios ha

resultdé en un gran interés en el metabolismo secundario. Se han estudiado



ampliamente diferentes estrategias con el objetivo de mejorar la produccién de
metabolitos secundarios en plantas. Basado en este centro de atencion, el
enfoque de la presente revision es estudiar la aplicacion de reguladores del
crecimiento de las plantas para la produccion de algunos metabolitos

secundarios de la planta (44).
1.2.6 Aplicaciones medicinales

Los compuestos quimicos producidos por las plantas se pueden clasificar
en metabolitos primarios o secundarios. Mientras que los metabolitos primarios
son ubicuos en las plantas, los metabolitos secundarios representan un
mecanismo sofisticado para la adaptacion a condiciones ambientales adversas.
El uso de plantas medicinales por el hombre en el mundo contribuye
significativamente y guia la investigaciéon de compuestos biolégicamente activos
gue pueden ser Utiles en el combate contra diversas enfermedades. Debido a la
gran variedad quimica y estructural que se encuentra en sus estructuras,
fortalece a la etnofarmacologia como una ciencia importante para la industria
farmacéutica. Dentro de la diversidad de especies vegetales, se encuentra el
género Maytenus, cuyas investigaciones ha evidenciado varias sustancias
aisladas que son responsables de una gran variedad de actividades biolégicas,
entre las cuales citamos analgésicos y antiinflamatorios, para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias como como artritis reumatoide, gastritis, Ulceras y
trastornos gastrointestinales. El objetivo de este articulo de revision es hacer un
compendio del género Maytenus y sus compuestos quimicos aislados, entre
ellos la tingenona (45). Debido al uso medicinal de las especies Maytenus para
el tratamiento de enfermedades inflamatorias, siendo de importancia investigar
las propiedades farmacolégicas de los compuestos quimicos para definir y
dilucidar su uso seguro. Esta es también la base para el desarrollo de nuevos
productos a partir de especies vegetales, con el objetivo de dilucidar el

mecanismo de accion y evidenciar la actividad biologica (45).
1.2.7 Taninos

Compuestos fendlicos, particularmente taninos y mas particularmente las
proantocianidinas y taninos hidrolizables. ElI término "taninos" es
etimol6gicamente derivado de la antigua raiz Iéxica kelta "tann" que significa

roble y se utilizé por primera vez en 1976 en curtiembres. Esta palabra también
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se ha utilizado para designar la sustancia de origen vegetal capaz de transformar
la piel fresca en cuero. En 1962, los taninos fueron definidos como compuestos
fendlicos solubles en agua que tienen pesos moleculares entre 500 y 3000 Da,
con propiedades que incluye la capacidad de precipitar alcaloides, gelatina y
otras proteinas. Ademas, de las propiedades hidrosolubles y pesos moleculares
ya definidos, los taninos también poseen unos 12-16 grupos fendlicos y 5-7
anillos aromaticos por 1000 Da de masa molecular. Dependiendo de la estructura
del mondémero, los taninos se dividen clasicamente en cuatro grupos: taninos
condensados o0 las proantocianidinas (es decir, polimeros de la unidad de
flavanol), el taninos hidrolizables (es decir, gallotaninos y elagitaninos), los
taninos complejos (taninos compuestos de taninos hidrolizables restos y restos
flavonoides), y los florotaninos encontrado en algas (oligdmeros de la unidad de

floroglucinol) (46).

Los taninos son polifenoles naturales solubles en agua presentes
principalmente en plantas materiales, incluida la comida. Los taninos juegan un
papel muy importante como materia prima para Industrias verdes sostenibles.
Por lo tanto, se utilizan principalmente en diversos tipos de industrias como el
cuero, los piensos, la pesca, las bebidas, etc. También encuentran aplicacién
como potenciales agentes medicinales, antioxidantes, quelantes de metales; y
atender como inhibidores de enzimas prooxidativas nocivas y del proceso de
peroxidaciéon lipidica. Recientemente, varias propiedades importantes como
antisépticos, anticancerigenos y antiinflamatorios de taninos han sido
documentados en humanos que los hacen candidatos adecuados para la
industria farmacéutica y nutracéutica. Debido a preocupaciones actuales
relacionados con compuestos sintéticos utilizados en las industrias de salud
humana y alimentos, que dejan efectos altamente adversos en el cuerpo humano
y el medio ambiente, los taninos puede ofrecer una alternativa a estos productos

guimicos nocivos en las industrias emergentes recientes (47).

Los taninos son metabolitos secundarios que forman parte de plantas,
frutas de alto valor econdémico e interés ecoldgico. También forman complejos
con moléculas de proteinas insolubles en agua y alcaloides. El sabor astringente
de frutas y verduras es debido a su presencia, que provoca precipitacion de las

proteinas de la saliva (48).
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Los taninos se encuentran en la mayoria de las especies de todo el reino
vegetal, donde sus funciones son proteger a la planta contra la depredacion y
podria ayudar a regular el crecimiento de la planta. Hay dos grupos principales
de taninos: los taninos hidrolizables y los condensados. Los taninos se utilizan
como productos quimicos importantes y eficaces para el curtido de pieles de
animales en la industria del procesamiento del cuero desde el inicio de la
industria. Ademas, los taninos se han utlizado con fines de absorcion de
minerales y precipitacion de proteinas desde la década de 1960. Los taninos son
considerados compuestos bioactivos en la ciencia de la nutricion. La aplicacion

de los taninos como medicina es otra nueva dimension de la ciencia médica (49).
1.3  Definicion de términos basicos
1.3.1 Procesos de extraccion

El proceso de extraccion es una técnica de separacion utilizada en la
industria alimentaria. Es esencialmente el proceso de mover uno o MAas
compuestos de interés (analitos) desde una fase o su ubicacion original
(generalmente denominada muestra o matriz) a otra fase o ubicacion fisicamente
separada donde se produce un procesamiento y analisis adicionales (50). La
extraccion puede ser de solido a liquido, de liquido a liquido, etc. El uso de un
tipo conveniente de extraccion no solo influye en la precision de los resultados,
sino que también determina el tiempo total de analisis y de esta manera afecta a
la muestra y al andlisis. El proceso de extraccion se puede clasificar en dos

clases: técnicas convencionales y avanzadas (20).
1.3.2 Metodologia de superficie de respuesta

La MSR es una herramienta estadistica utilizada para hacer un disefio de
experimentos, que facilite el procesamiento de informacion en menor tiempo a
bajo costo. El principio fundamental de la MSR es relacionar las propiedades de
un producto con la ecuacion de regresion que evidencia las interrelaciones entre

los variables de entrada y las propiedades del producto (51).
1.3.3 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas con capacidad de controlar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas que aportan beneficios para la salud de los

consumidores. Diferentes estudios fueron realizados con relacion a los radicales
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libres, el estrés oxidativo y la actividad antioxidante de los compuestos presentes
en los alimentos, dando a los antioxidantes un rol beneficioso prominente contra

el envejecimiento y antiinflamacion (52).
1.3.4 Polifenoles

Los polifenoles son reconocidos como los mas abundantes antioxidantes
en nuestra dieta, tienen una amplia gama de caracteristicas que proporcionan
salud, por lo tanto, tienen potencial de uso como alimento funcional para mejorar

la salud humana (53).
1.3.5 DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un
radical libre estable debido a la deslocalizacion de un electrén desapareado
sobre la molécula, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la
mayoria de los radicales libres. La molécula DPPH es un radical libre establecido
debido a la deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la estructura de la
molécula, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el comportamiento de

la mayoria de los radicales libres (54).
1.3.6 ABTS

La generacion del radical ABTSe+ constituye la base de uno de los
métodos espectro métricos que han sido aplicados para medir la actividad
antioxidante de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El radical
ABTS constituye la base de uno de los métodos espectrométricos que han sido
aplicados para medir la actividad antioxidante total de soluciones o sustancias
puras y mezclas acuosas. El método de ABTS esta basado en la activacion de
la metilmioglobina con peroxido de hidrégeno en presencia de ABTS* para
producir un radical cation, en presencia o ausencia de antioxidantes. El analisis
consiste en la decoloracion, mediante el cual el radical es generado directamente

en una forma estable antes de la reaccion con los antioxidantes (55).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1  Formulacion de la hipétesis

Los extractos de la corteza y hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazonica)

contiene metabolitos secundarios que podrian actuar como antioxidantes.
2.2  Variables y su operacionalizacion
2.2.1 Variables independientes

o Tiempo de extraccion (dias)

o Solventes (Etanol y Agua)
2.2.2 Variables dependientes
Rendimiento de extraccion (%)
Fenoles totales

Capacidad antioxidante (ABTS, DPPH)
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2.2.3 Operacionalizacion de variables
Variable Definicion Tipo por su Indicador Escqlq Fie Categorias Valores d? las Medio de verificacion
naturaleza medicion categorias
Independiente
Bajo 3 dias
Tiempo de Magnitud fisica con la que se
PO mide la  duracion de Cuantitativa Tiempo Intervalo Medio 5 dias Cuaderno de apuntes
extraccion e
acontecimientos
Alto 7 dias
Componente que se
encuentra  disponible en
Solvente mayor proporcion y Cuantitativa Volumen Razon Solvente polar 0,0.1,0.5,09y1.0 Cuaderno de apuntes
generalmente liquido, por
ejemplo, el agua.
Dependiente
El rendimiento es la cantidad
Rendimiento de | porcentual que se obtiene I . . L
extraccion como producto de un proceso Cuantitativa Porcentual Razén Peso del extracto Porcentaje Reporte de analisis
de extraccion
Andlisis de compuestos Concentracion
Metabolitos fendlicos Cuantitativa de acidos Razon Fenoles totales mg EGA/100 g Reporte de analisis
galicos
Es el potencial de una
Capacidad sustancia para inhibir o mL Razs DPPH
ant?oxi dante dificultar el proceso de Cuantitativa Hg/m azon umol ET/ 100 g Reporte de analisis
oxidacioén de un sustrato. ABTS

15




CAPITULO IlI:

METODOLOGIA

Los materiales utilizados en el presente trabajo incluyen la corteza y hojas
de chuchuhuasi (Maytenus amazonica) fueron recolectadas del jardin botanico
del IMET (Georeferencia 18M 0691848-9583706. Altitud 101 msnm). Los
ensayos experimentales fueron realizados en el Laboratorio de Investigacion de
Control de Calidad del CIRNA, ubicado en el distrito de San Juan Bautista y en
el Laboratorio de Ingenieria de Alimentos de la planta piloto de la Facultad de
Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana,

ubicada en el distrito de lquitos, provincia de Maynas.
3.1 Material, reactivos, insumos quimicos y equipos
3.1.1 Material, reactivos e insumos quimicos

Corteza y hojas de Chuchuhuasi (Maytenus amazonica, IMET, Iquitos,
Peru), etanol absoluto (lote K47446683 604, Merck Peruana S.A., Lima, Peru),
acido clorhidrico (lote: K476888817 611, Merck Peruana S.A., Lima, Pera), acido
sulfurico (lote: K47246131 545, Merck Peruana S.A., Lima, Perq), cloroformo
(lote: K51260745 911, Merck Peruana S.A., Lima, Peru), hidroxido de sodio (lote:
K47498778, Merck Peruana S.A., Lima, Perud), metanol (lote: 1821009608, Merck
Peruana S.A., Lima, Peru). Agua ultra pura y agua destilada, los demas reactivos

utilizados son de grado analitico.
3.1.2 Equipos

o Equipo Agitador magnético (VELP CIENTIFICA, MOD. ARE, CODIGO:
F20500162, ITALIA).

o Equipo Potenciometro (IWAUKCE, MOD. CODIGO: F0042163,
USA).

o Equipo Homogenizador Ultra Turrax (IKA-WERKE, MOD. T25 DIGITAL,
CODIGO: 03289027, GERMANY).

o Equipo Balanza Analitica (OHUAS, MOD. AX324, CODIGO: B734566620,
USA).

o Vortex (Mini Shake) (IKA, MOD. MSI Mini Shaker CODIGO: 05-011148,
GERMANY).
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o Equipo Destilador de Nitrogeno (GESSELLSEHA, MOD. GLF, CODIGO:
11993916, GERMANY)

o Equipo Mufla (NABERTHERM, MOD.MORE THAN HEAT 30-3000°C,
CODIGO: 67228077-0015, GERMANY)

o Equipo Centrifuga (HETTICH MOD. 320R, CODIGO: 0004500-02,
HOLANDA)

o Equipo Microscopio Optico (ZEISS, MOD. CARL ZEISS, CODIGO:
3150001630, GERMANY).

o Equipo Estufa (MEMMERT, LOADING MODELS 30-750, CODIGO: E24
899).

o Equipo Bafio Maria (MARCONI, MOD. MA184, CODIGO: 91510539,
ITALY).

o Equipo Congelador (COLDEX, MOD. CH10P, CODIGO: 01610791102,
PERU).

o Equipo Refrigerador (Marca MONTERO, MOD. ND, CODIGO: ND).

o Tamiz (MOD. TEST SIEVE, CODIGO: 7061974).

o Equipo Secador de Spray para Planta Piloto (Modelo: SD-Basic
Laboratory Scale Spray Dryer, Serie: SDB1117158).

3.2  Tipo de estudio

El estudio desarrollado es de tipo experimental, utilizando metodologia de
superficie de respuesta con disefio compuesto central rotacional (DCCR).

3.3 Disefio metodolégico

La extraccion de compuestos de una matriz vegetal natural
convencionalmente es realizada por métodos empiricos donde no se ha llevado
a cabo la optimizacion del proceso. En estas condiciones, para la optimizacion
del proceso de extraccibn de compuestos, el disefio experimental fue
completamente aleatorizado, considerando como variable el tiempo y los
solventes (Etanol / agua) y, como respuestas el rendimiento, fenoles totales y

capacidad antioxidante.
3.4 Disefo experimental

RSM se utilizé para optimizar la extraccién de extracto de corteza y hojas

de chuchuhuasi. Un disefio compuesto central rotacional con dos factores. Se
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utilizaron variables independientes: tiempo (X1) y concentracion de etanol (X2) El
disefio RSM preliminar utilizado fue con el rango de temperatura: 3 — 7 dias,),
sobre las respuestas: rendimiento de extraccion (RE), fenoles totales (FT) y
capacidad antioxidante (DPPH y ABTS), lo cual dio como resultado un disefio

experimental de 13 puntos experimentales, incluyendo cinco puntos centrales.

Los valores codificados de las variables independientes y el disefio del

test esta resumido en la Tabla 1. La ecuacion polinomial de segundo orden sera:
Yi = ao + a1X1 + a2X2 + a11Xf + a22X22 + a]_zXle
Donde:

Yi (i = 1-2) es la respuesta prevista para el rendimiento, fenoles totales y
capacidad antioxidante. El a, es la respuesta ajustada en el punto central; a, y
a, son términos lineales; a,, es el efecto de interaccion, a,; Y a,, son efectos

cuadrados. X; y X, son las variables independientes.

Tabla 1: Factores analiticos y niveles para MSR .

-1.41 -1 0 +1 +1.41
X1 (Tiempo 3.0 3.6 5.0 6.4 7.0
(dias)) 0
X2 (Solvente 0.0 0.1 0.5 0.9 1.0

(Etanol))

Tabla 2: Planeamiento experimental.

Variables Fenoles ABTS DPPH
Tratamiento Rendimiento | Totgles

X1 X2
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1.41 0
6 1.41 0
7 0 -1.41
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8 0 1.41
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
XQ
Punto Axial
g 0.42)
(-1,1) (1,1)
3.0 Punto Central 00) (J2.0)

o e o x

(-1,-1) (1,-1)

©0,-v2)

Figura 1: Disefio compuesto central rotacional.
3.5 Poblacion

Los arboles de Chuchuhuasi (Maytenus amazonica) del jardin botanico
del IMET (Georeferencia 18M 0691848-9583706. Altitud 101 msnm).

3.6 Tamafo de muestra

La corteza y hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazébnica) sera
proporcionada por el IMET (Georeferencial8M 0691848-9583706. Alt. 101

msnm).
3.7 Procedimiento de recoleccion de datos

La investigacion fue desarrollada en las siguientes etapas: recoleccion,
caracterizacion, optimizacién de la obtencién de extractos y evaluacion de la

capacidad antioxidante de los extractos.
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3.7.1 Obtencidn de las materias primas (corteza y hojas)

Corteza y hojas. La obtencion de la corteza fue recolectada del jardin botanico
del IMET.

Limpieza. Las impurezas del material a utilizar fueron retiradas manualmente, y

mantenidos a temperatura ambiente.

Cortado. Las matrices fueron cortadas en particulas con un didmetro

aproximado de 0.5 cm.

Pesado. La cantidad de material utilizado por experimento fue de 148 g de

materia seca y colocados en frasco de plastico de 300 ml.

Macerado. La combinacion de la materia seca de 148 g y 250 ml de solvente por

un tiempo de 3 a 7 dias.

Filtrado. El filtrado se realiz6 con la ayuda de un tamiz de 125 pum donde solo

rescatamos el liquido del filtrado y se colocé en vaso precipitado de 200ml.

Eliminacién de solvente. La eliminacion de la sustancia de interés se realiz en
equipo rotavapor a una temperatura de 60°C de 10 a 25 rpm y el extracto

obtenido se coloco en las placas Petri.

Desecacion. Fue realizado utilizando la estufa a una temperatura de 40°C por

un tiempo entre 24 a 72 horas.

Envasado. Posterior al secado en estufa las placas Petri fueron colocados en
una campana de desecacion, luego de 30 minutos se extrajo con espatula y

depositados en viales (frasquitos de vidrio de 10ml).

Almacenado. La conservacion fue realizado a temperatura de refrigeracion (=
5°C).

3.7.2 Obtencion de los extractos de materiales de chuchuhuasi (Maytenus

amazénica).

La extraccion de los sustratos fue realizada de acuerdo con la metodologia
descrito por Mailoa et al. (29) con algunas modificaciones, utilizando etanol y
agua como solventes, mantenido a temperatura ambiente para disminuir
humedad, posterior se descartaron las impurezas, la corteza fue dividida en
particulas de aproximadamente 1 cm diametro, luego se adicion0 148 g de
corteza deshidrata para macerar considerando el tiempo y la combinacion de
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solventes (etanol, agua), posterior del filtrado, el exceso de solvente se elimind
en rotavapor (marca BUCHI, Alemania), los extractos obtenidos se depositaron
en placas de Petri y fueron colocados en estufa con circulacion de aire
previamente pesados y que por diferencia de peso fue determinado el extracto
resultante. ElI material estudiado fue caracterizado con relacion a humedad y
ceniza de acuerdo con la metodologia descrita por la Association of Official
Analytical Chemistry (56).

Recoleccion q OBTENCION DE CORTEZA ]
[ LIMPIADO ]‘ Descartar impurezas

-

@ =05cm -[ CORTADO

-

[ PESADO

-

[ MACERADO ]‘ Alcohol (96°) y agua destilada

-

. FILTRADO
Tamiz (125 pm) -[ ]

-

[ EXTRACCION H Separacion de sustancia en
Rotapavor (45°C, 10 a 25 rpm)

-

DESECACION ]

Estufa (40°C, 24 a 72 hr) -[

-

[ ENVASADO ]‘ Frasquitos de vidrio de 10ml

|

Refrigeracion (4°C) -[ ALMACENADO ]
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Figura 2: Flujograma para la obtencion del extracto de partes
chuchuhuasi.

3.7.3 Procedimiento del estudio

La investigacion incluye los siguientes aspectos: recoleccion, extraccion
y ensayos analiticos,

3.7.4 Determinaciones analiticas
3.7.4.1 Caracterizacion de materiales

Los materiales utilizados en el estudio fueron caracterizados con la
finalidad de determinar el contenido de humedad y cenizas de acuerdo con la
metodologia descrita por la Association of Official Analytical Chemistry (AOAC
2012). Para determinaciéon de humedad y cenizas de la corteza y hojas fue
utilizada estufa a 105 °C por 6 horas y mufla a temperatura de 600 °C por 6 horas

respectivamente.
3.7.4.2 Determinacién de capacidad antioxidante por ABTS

El ensayo ABTS fue realizado de acuerdo con la metodologia descrita por
Re et al. (55) y modificada por de Camargo et al. (2015). Inicialmente fue
preparado el stock ABTS, con 0.0384g = 38.4mg de ABTS y 0.00662g = 6.62mg
de persulfato de potasio 2.45mM y solubilizado por separado. Las soluciones
fueron mezcladas y colocadas en matraz volumétrico de 10 mL., las mezclas se
mantuvieron en ambiente sin luz por 16 horas a una temperatura de 25 °C para

la liberacion de radicales del ABTS.
3.7.4.3 Determinacion de fenoles totales (FT)

La cuantificacion de FT fue realizado de acuerdo con la metodologia
descrita por Singleton, Orthofer y Lamuela-Raventds (58) con modificaciones,
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu en medio basico. Fue preparado 10 ml
de carbonato de sodio al 20% (p/v), pesado 2 gramos de carbonato de sodio y
diluido con 10 ml de agua destilada caliente para una mejor dilucién de 10 ml de

acido Gélico (concentracién de 0,1 mg/ml).
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Los extractos diluidos de la muestra (200 L) fueron colocaron en tubos de
ensayo, fue adicionado 1500 pL de agua destilada y 100 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu, fue homogenizado en vortex con reposo de 5 minutos. Posterior
adicionamos 200 pL de NaCOs al 20% para adicionar a los tubos de las
muestras, agitamos cada solucion y dejamos reposar por 30 minutos en
ambiente con ausencia de luz. El blanco fue preparado con igual procedimiento
utilizado para el extracto. Finalizado el tiempo de espera, las lecturas de las

muestras fueron realizadas, las absorbancias fueron medidas a 765 nm.
3.7.4.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante fue determinada utilizando el método DPPH de
acuerdo con la metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier, & Berset (59).
La solucién DPPH, fue realizada pesando 0.00985g de DPPH y diluido en 50 mL
de etanol. El blanco fue preparado (3.5 ml de etanol + 300 pl) con lectura

inmediata a 515 nm. Con esta solucion se obtuvo absorbancia igual a 0.8.

Fue preparado una solucion con el radical DPPH més etanol y leidas a
515 nm en espectrofotometro (UV-VIS Genesys™ 10 Bio, THERMO) fue
realizado la comprobacion del valor de absorbancia de 0.800 + 0.02. Una vez
conseguido en radical DPPH, 500 uL de los extractos se adiciono a tubos de
ensayo, con posterior adicién de 300 uL de solucién del radical DPPH <y 3 ml
de etanol, la solucion fue agitada y dejada en ausencia de luz por 45 minutos,

cumplido el tiempo, se realizaron las lecturas a 515 nm.
3.8  Procesamiento y analisis de datos

Los resultados encontrados fueron evaluados por analisis de varianza
(ANOVA). Los promedios fueron comparados utilizando el programa SAS a

través test de Tukey.

3.9  Aspectos éticos

La informacién obtenida durante el desarrollo de la investigacion emana
de fuentes confiables, considerando la debida confidencialidad. Uso adecuado

de la materia prima con ausencia de uso para manipulacion genética.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Caracterizacion de los materiales

La corteza y hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazoénica) fue recolectada
del jardin botanico del IMET (Georeferencia 18M 0691848-9583706. Altitud 101
msnm). Los resultados de humedad y ceniza de la corteza y hojas de
chuchuhuasi se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Composicion centesimal de materiales de estudio de chuchuhuasi
(Maytenus amazonica).

Composicion centesimal (%)

Material

Humedad Ceniza
Corteza 40.72+1.74° 4.40+0.16°
Hojas 54.70+2.24° 2.29+0.07"

Promedio + desvio estadistico (n=3)
Letras diferentes en la misma columna revelan diferencia entre los tratamientos
(p<0.05), conseguida a través de la prueba de Tukey.

La Tabla 3 muestra los resultados de la caracterizacion de la corteza y las
hojas. Alto contenido de humedad fue observado en las hojas cuando comparada
con la corteza, con relacion al contenido de ceniza se observa mayor contenido
en la corteza equivalente a 4.40+0.16. Resultados diferentes fueron
determinados con relacién al contenido de agua para hojas y corteza en estudio

de Pérez-Portero et al. (60), 62.86% y 60.53%, respectivamente.
4.2  Optimizacion de las condiciones de extraccion de compuestos

Para obtener alto porcentaje de extractos, se utilizd la optimizacion
conjunta de la variable de mayor influencia utilizando el disefio de Box-Bhenken
(BBD) combinado con la metodologia de superficie de respuesta (MSR). La
Tabla 4 muestra la descripcion de las variables de los experimentos, incluyendo
variables fijas, variables independientes (tiempo y solvente) y dependientes
(rendimiento de extraccion, fenoles, ABTS y DPPH). Para este estudio se optd
como solvente el etanol por aspectos practicos como costo, no toxicidad y

capacidad de extraccion (61).
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Tabla 4: Variables experimentales utilizadas en el estudio.

Variables Definicion y unidades Nomenclatura  Valor o rango
Fijas Relacién de extraccion de liquido a solido (vVm) RLS 5 mL/g

Temperatura de extraccion (°C) Te TA
Independiente

Tiempo de extraccion (dias) te 3 -7 dias

Concentracion de etanol (% v/v) EtOH 0-100 %
Dependiente

Redimiento de extraccién (%) RE 0 y1

Contenido fenoles totales (mg GAE/gr de FToy,

corteza y hojas seca

ABTS actividad captadora de radicales
cationicos ( mg TE/g corteza y hojas seca) ABTS 03

DPPH actividad captadora de radicales (mg DPPH 0 ya
TE/g corteza y hojas seca)

4.3 Resultados experimentales optimizados

Para la obtencion de los resultados experimentales, se utilizd la
optimizacién conjunta de la variable de mayor influencia utilizando disefio Box-
Bhenken (DBB) combinado con MSR.

4.3.1 Ensayos experimentales de extraccion de la corteza y hojas de
chuchuhuasi (Maytenus amazonica)

Los ensayos experimentales para obtener alto rendimiento de extraccion
fueron utilizados un disefio experimental, eligiendo como variables
independientes el tiempo de extraccion y el solvente. Un DCCR conteniendo 4
factoriales, 4 experimentos en condiciones axiales y 5 puntos centrales de
repeticiones, totalizando 13 experimentos. Las Tablas 5 y 6, muestran los
experimentos. Las variables respuestas consideradas fueron el rendimiento de
extraccion (RE), fenoles totales y la capacidad antioxidante. Para las gréficas de
las variables se utilizé la MSR y el modelo Box-Behnken, ademas del programa
Statistica Software Version 6.0. Con la ayuda del ANOVA se evaluo las posibles
interacciones entre los factores y se determinaron los valores 6ptimos por el

analisis de superficie de respuesta que maximicen el proceso de extraccion.

Se utilizan varias técnicas para realizar la extraccion, siendo la

maceracion la técnica de mayor uso. La mayoria de los métodos de extraccion
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implican extraccion soélida — liquido. Entre estos métodos, la extracciéon por

solvente es la mas utilizada.

Tabla 5: Condiciones operativas ensayadas y resultados experimentales de
extracto de corteza de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

Rendimiento | en01es Totales  \gre imol/  DPPH (umol/

Tratamientos Tiempo (X;) EtOH:H,O (X,) %) (mgljleS.(;;./g TROLOX/g M.S.) TROLOX/g M.S.)
1 3.60 (-1) 0.10 (-1) 6.65+0.11° 61.86+0.53°  121.02+0.83%  15.98+0.06%°
2 3.60 (-1) 0.90 (1) 8.68+0.84° 73.7740.38%  116.62+2.32° 22.90+0.58%
3 6.40 (1) 0.10 (-1) 6.36+0.42° 55.22+0.98"  112.30+0.41° 21.97+0.60%
4 6.40 (1) 0.90 (1) 9.69+0.58°  70.90+0.70°*°  122.37+1.08° 17.94+0.32°
5 3.00 (-1.41) 0.50 (0) 9.12+0.85°  72.66+0.70°*  105.53+1.30° 9.25+1.53°
6 7.00 (1.41) 0.50 (0) 11.73+0.07%  70.77+0.50°*  100.64+1.30°  10.98+3.49%
7 5.00 (0) 0.00 (-1.41) 6.05+0.41° 40.3240.78°  118.73+1.52"  14.42+0.07%
8 5.00 (0) 1.00 (1.41) 13.01+0.08%  72.97+0.98"  121.03+1.83% 24.52+0.78%
9 5.00 (0) 0.50 (0) 11.91+0.90°  71.82+0.79"°  104.75+1.27° 10.3740.51°
10 5.00 (0) 0.50 (0) 12.01+0.46% 69.15+0.66%  105.43+1.57¢ 9.81+0.22°
11 5.00 (0) 0.50 (0) 12.25+0.69% 69.15+0.61°  106.33+0.62° 10.24+0.39°
12 5.00 (0) 0.50 (0) 12.35+¢0.35%  70.78+0.79°  106.55+0.41° 10.09+0.53°
13 5.00 (0) 0.50 (0) 12.68+0.23*  71.40+0.90™  106.36+0.68" 9.67+0.34°

Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como Promedio + desvio
estadistico (n = 3). Letras diferentes en la misma columna revelan diferencia entre los

tratamientos (p<0.05),obtenido a través de la prueba de Tukey.

La Tabla 5 muestra los resultados de los tratamientos para corteza con relacion
a rendimiento, fenoles totales, ABTS y DPPH, donde los diferentes superindices

indican diferencias significativas obtenida a través de la prueba Tukey.

En la que es evidente el contenido de fenoles totales con un minimo de
50.504£0.23 y un maximo de 71.82+0.79. Con relacion al ensayo de ABTS es alto
con un minimo de 104.75+1.27 y un maximo de 122.37+1.08. Por otro lado, el
valor minimo y maximo de DPHH de 9.25 £1.53 y 24.52+0.78.
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Tabla 6: Condiciones operativas ensayadas y resultados experimentales de
hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazédnica).

Rendimiento ' enoles Totales  \prq (imoly  DPPH (umol/

Tratamientos Tiempo (X;) EtOH:H,O (Xy) (%) (mg’]leS.(;?,./g TROLOX/g M.S.) TROLOX/g M.S.)
1 3.60 (-1) 0.10 (-1) 2.49+0.08"° 58.74+0.54° 110.42+5.45% 12.06+1.17°
2 3.60 (-1) 0.90 (1) 1.59+0.22° 68.13+0.62"2 90.8+1.56* 20.69+1.87%
3 6.40 (1) 0.10 (-1) 2.51+0.14"° 38.62+0.90° 112.95+3.5" 20.57+1.227
4 6.40 (1) 0.90 (1) 1.88+0.48" 68.88+0.842 103.70+4.52 16.02+2.35"
5 3.00 (-1.41) 0.50 (0) 2.76+0.43¢ 67.17+0.48° 89.99+5.68" 7.41+2.20°
6 7.00 (1.41) 0.50 (0) 2.66+0.61°* 66.10+0.73° 102.75+2.9°2 9.83+1.74°
7 5.00 (0) 0.00 (-1.41) 2.79+0.38"* 39.22+0.72° 117.89+5.08% 14.86+0.1°
8 5.00 (0) 1.00 (1.41) 2.980.70 66.78+0.66"° 99.88+2.66" 23.37+2.07%
9 5.00 (0) 0.50 (0) 2.4220.51" 67.53+0.43° 101.34+4.20" 9.95+1.08°
10 5.00 (0) 0.50 (0) 3.98+0.65% 65.78+0.36° 102.81+4.88" 7.00+2.18°
11 5.00 (0) 0.50 (0) 2.81+0.42°%¢ 66.90+0.96"° 99.55+5.17" 7.45+1.49°
12 5.00 (0) 0.50 (0) 2.68+0.59* 68.49+0.43" 99.11+3.80" 8.99+1.33°
13 5.00 (0) 0.50 (0) 2.81+0.37°* 68.33+0.25 101.91+5.76" 7.99+1.48°

Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como Promedio + desvio
estadistico (n = 3). Letras diferentes en la misma columna indican diferencia entre los
tratamientos (p<0.05),obtenido a través de la prueba de Tukey.

La Tabla 6 muestra los resultados de los ensayos experimentales en hojas
gue incluyen el rendimiento de extraccion, fenoles totales, ABTS y DPPH, es
posible observar diferentes superindices en los valores de las respuestas, donde
los diferentes superindices indican diferencias significativas obtenida a través de

la prueba Tukey.

4.3.2 Optimizacion de la extraccion de compuestos de la corteza y hojas de

chuchuhuasi (Maytenus amazoénica).

La Tabla 7 muestra los resultados de la extraccién de compuestos de la
corteza y hojas de chuchuhuasi, en la que es posible observar mayor cantidad
de extracto para la corteza cuando comparado con los resultados del extracto de

las hojas.
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Tabla 7: Rendimiento de los extractos de la corteza y hojas de chuchuhuasi
(Maytenus amazonica) con variacion de tiempo (T) y solvente (S).

Tratamientos  Tiempo (X;)  Solvente (X,) Rendimiento _

Corteza Hojas
1 3.60 (-1) 0.10 (-1) 6.65+0.11° 2.49+0.08"
2 3.60 (-1) 0.90 (1) 8.68+0.84° 1.59+0.22°
3 6.40 (1) 0.10 (-1) 6.36+0.42° 2.51+0.14"
4 6.40 (1) 0.90 (1) 9.69+0.58" 1.88+0.48™
5 3.00 (-1.41) 0.50 (0) 9.12+0.85° 2.76+0.43"*
6 7.00 (1.41) 0.50 (0)  11.73+0.07* 2.66+0.61°
7 5.00 (0)  0.00 (-1.41) 6.05+0.41° 2.79+0.38"*
8 5.00 (0) 1.00 (1.41)  13.01+0.08* 2.98+0.70"
9 5.00 (0) 0.50 (0)  11.91+0.90% 2.42+0.51"
10 5.00 (0) 0.50 (0) 12.01+0.46° 3.98+0.65
11 5.00 (0) 0.50 (0)  12.25+0.69% 2.81+0.42"¢
12 5.00 (0) 0.50 (0)  12.35+0.35% 2.68+0.59"*
13 5.00 (0) 0.50 (0) 12.68+0.23% 2.81+0.37°*

Nota: Las variables independientes corresponden a los valores reales. Los valores entre
paréntesis corresponden a los valores codificados. T: tiempo (dias); S: ratio de solvente (Etanol:
H20).

El rendimiento de extraccion permitié determinar las cantidades extraidas
los valores de 13.01+0.08 y 6.36+0.41
corresponde al porcentaje de extracto de la corteza y los valores de 3.98+0.62 y

en los diferentes tratamientos,

1.59+0.22 corresponde al porcentaje de extracto de las hojas. Al comparar los
valores de rendimiento de la corteza y hojas se observa que las hojas presentan
menores valores lo que puede s ser debido a menor concentracién de

compuestos presentes en la hoja.
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4.3.3 Seleccion del modelo apropiado para el rendimiento de extractos de
corteza y hojas de chuchuhuasi

La Tabla 7 muestra los resultados de rendimiento de los extractos de la
corteza de chuchuhuasi (Maytenus amazobnica) obtenido con variacion de
condiciones de tiempo (T) y solvente (S), utilizando programa estadistico, en la
se obtuvo valores de R? y suma de cuadrados del error que permitieron elegir el
modelo adecuado para predecir los rendimientos de los extractos de la corteza.

Los modelos obtenidos fueron: 1. Términos lineales de los efectos
principales; 2. Términos lineales y cuadraticos de los efectos principales; 3.
Términos lineales de los efectos principales y las interacciones de 2% orden; 4.
Términos lineales y cuadraticos de los efectos principales y las interacciones de
2% orden. Fijamos que el modelo que correlaciona mejor los datos
experimentales de rendimiento de extraccion fue el modelo de 2% orden
“‘Modelos de términos lineales y cuadraticos de los efectos principales y las
interacciones de 2% orden”.

Tabla 8: Modelo de andlisis para el rendimiento de los extractos de la
corteza.

S R-Cuadrado R-Cuadrado R-Cuadrado
(ajustado) (pred)
1.13257 80.77% 78.50% 72.99%

Fuente: Statistica 12

El valor de R? del modelo elegido para predecir los rendimientos para los
extractos de la corteza de chuchuhuasi (R?=0. 8077), admite interpretar los
resultados mediante el grafico de superficie de respuesta (Figura 4) y contorno
(Figura 5). Donde la region de color verde representa la combinacion de tiempo
(T) y solvente (S) para obtener el mayor rendimiento en la muestra de los

extractos de la corteza de chuchuhuasi.
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Grafica de superficie de Rendimiento vs. Solvente; Tiempo
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Figura 3: Superficie de respuesta del rendimiento de los extractos de la
corteza de Chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

Grafica de contorno de Rendimiento vs. Solvente; Tiempo

Rendimiento
< 4
- 6
8
10
12
12

0.9

-
o 0 o N

v I

0.7

Solvente
o
[9,]

0.3

32 36 40 44 48 52 56 6.0 64 68
Tiempo

Figura 4: Grafico de contorno del rendimiento de los extractos de la corteza de
Chuchuhuasi (Maytenus amazonica).
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El ajuste de los resultados experimentales con los predichos, se puede
observar en la Figura 4, donde los valores resultados son los puntos de color
verde y los valores predichos se encuentran en la linea verde claro. Por lo tanto,
se puede observar que los valores experimentales no estan tan dispersos de los

valores predichos.

Graficas de residuos para Rendimiento
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Figura 5: Valores observados vs Valores predichos del rendimiento de los
extractos de la corteza de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

Evaluando el analisis de la varianza para el rendimiento de corteza y
aplicando el modelo seleccionado (Tabla 7), se obtuvo que los efectos
principales: solvente cuadratico y lineal, asi como tiempo cuadratico fueron
significativos (p<0.05), esto es posible constatar en la figura del diagrama de
Pareto, el cual se muestra en la Figura 5 en la que las variables tiempo y solvente

influencian significativamente el proceso
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento; a = 0.05)
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Figura 6: Diagrama de Pareto de las variables.

Tabla 9: Andlisis de la varianza para la variable Rendimiento vs Tiempo y
Solvente.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F  Valorp
Modelo 4 183.130 45.783 35.69 0.000
Lineal 2 58.124 29.062 22.66 0.000
Tiempo 1 29.420 29.420 22.94 0.000
Solvente 1 28.704 28.704 22.38 0.000
Cuadrado 2 125.006 62.503 48.73 0.000
Tiempo*Tiempo 1 31.441 31.441 2451 0.000
Solvente*Solvente 1 100.954 100.954 78.70 0.000
Error 34 43.612 1.283
Falta de ajuste 4 35.072 8.768 30.80 0.000
Error puro 30 8.540 0.285
Total 38 226.743

Fuente: Statistica 12
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4.3.4 Optimizacion del tiempo y ratio de solvente

Para establecer los valores optimizados de tiempo y solvente fue
transformado la variable respuesta en una nueva variable denominada
“‘deseable”, en la que se requiere definir cual es la mezcla de tiempo y solvente
para obtener el maximo de rendimiento de extraccion de la corteza de
chuchuhuasi (Maytenus amazonica). Como se puede observar en la Figura 3 y
4 de la superficie de respuesta y grafico de contorno, donde el valor mas alto se
encuentra localizado en la region de color verde, la cual pertenece a la mezcla
de tiempo (~4.5 — 6.5 dias) y solvente (0.5 — 1.0), que muestran los valores
Optimos. Por otro lado, los resultados muestran mayor rendimiento de extraccion
de compuestos de la corteza cuando es utilizado etanol puro, cuando comparado

con agua como solvente.

Tabla 10: Coeficientes codificados del % rendimiento en la extraccion de
compuestos de la corteza de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

EE del
Término Coeficiente  Coeficiente ValorT Valorp FIV
Constante 12.294 0.292 42.16 0.000
Tiempo 1.113 0.232 4.79 0.000 1.00
Solvente 1.024 0.217 4.73 0.000 1.00
Tiempo*Tiempo -1.225 0.247 -4.95 0.000 1.01
Solvente*Solvente -2.036 0.230 -8.87 0.000 1.01

Fuente: Statistica 12

La ecuacion matematica que puede predecir el Rendimiento para

cualquier combinacion de tiempo y velocidad de flujo se muestra a seguir:

Rendimiento = - 1248 + 6.91*Tiempo + 19.19*Solvente -
0.613*Tiempo*Tiempo - 16.29*Solvente*Solvente.

Los mismos son los coeficientes de regresion de acuerdo con el modelo

seleccionado.
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4.3.5 Seleccion del modelo apropiado para el rendimiento de extractos de
compuestos de hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazédnica)

La Tabla 7 muestra los valores del rendimiento de los extractos de las
hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazonica) la cual fue sometida a diferentes
condiciones de tiempo (T) y solvente (S). Utilizando Statistica 12 y con los datos
de la Tabla 7, se obtuvieron los valores de R? y la suma de cuadrados del error
que permitieron elegir el modelo adecuado para predecir los rendimientos para
los extractos de las hojas.

Los modelos evaluados fueron: 1. Términos lineales de los efectos
principales; 2. Términos lineales y cuadraticos de los efectos principales; 3.
Términos lineales de los efectos principales y las interacciones de 29 orden; 4.
Términos lineales y cuadréticos de los efectos principales y las interacciones de
2% orden. Determinamos que el modelo que correlaciona mejor los datos
experimentales de rendimiento fue el modelo de segundo orden “Modelos de
términos lineales y cuadréticos de los efectos principales y las interacciones de
segundo orden”.

Tabla 11: Modelo de andlisis para el Rendimientos de extracto de las hojas..

R-Cuadrado R-Cuadrado
S R-Cuadrado (ajustado) (pred)

0.217308 85.74% 84.06% 81.50%

Fuente: Statistica 12

El nimero de coeficiente de determinacion (R?) del modelo seleccionado
para predecir los rendimientos para el extracto de las hojas de chuchuhuasi
(R?=0. 8574) y un R-cuadrado ajustado de 0.8406, permite interpretar los
resultados utilizando el grafico de superficie de respuesta (Figura 6) y contorno
(Figura 7). Donde la regiéon de color verde representa la combinacion de tiempo
(T) y solvente (S) para obtener el mayor rendimiento en la muestra de los

extractos de las hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazoénica).
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Grafica de superficie de Rendimiento vs. Tiempo; Solvente
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Figura 7: Superficie de respuesta del rendimiento del extracto de las hojas de
chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

Grafica de contorno de Rendimiento vs. Solvente; Tiempo
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Figura 8: Grafico de contorno del rendimiento del extracto de las hojas de
chuchuhuasi (Maytenus amazonica).
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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Figura 9: Gréfico de Pareto de las variables de rendimiento de extracto de

hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

4.3.6 Seleccion del modelo apropiado para el rendimiento de extractos de hoja

De acuerdo con la informacién mostrada en la Tabla 12, los rendimientos
de extraccion de las hojas la cual fue sometida a diferentes tiempos

Tabla 12: Coeficiente de variacion para predecir el % rendimiento en la
extraccién de compuestos de las hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Modelo 4 9.6546 2.41364 51.11 0.000
Lineal 2 3.6729 1.83646 38.89 0.000
Tiempo 1 0.0118 0.01181 0.25 0.620
Solvente 1 3.6611 3.66111 77.53 0.000
Cuadrado 2 5.9816 2.99082 63.33 0.000
Tiempo*Tiempo 1 2.6592 2.65922 56.31 0.000
Solvente*Solvente 1 3.7412 3.74123 79.23 0.000
Error 34 1.6056 0.04722
Falta de ajuste 4 0.1345 0.03363 0.69 0.607
Error puro 30 14711 0.04904
Total 38 11.2601

36



4.3.7 Optimizacion del tiempo y solvente

Para elegir los valores 6ptimos de tiempo y solvente, inicialmente fue
transformado la variable respuesta en una variable denominada “deseable”, para
tal efecto, se requiere determinar, cual es la combinacion de tiempo y solvente
para obtener el mayor rendimiento de los extractos de las hojas de chuchuhuasi.
De acuerdo con la Figura 6 y 7 de la superficie de respuesta y el grafico de
contorno, donde el mayor valor se encuentra localizado en la regién de color
verde, la cual pertenece a la combinacion de tiempo (= 5 dias) y solvente (0.5 —
1.0), que representan los valores méaximos. Por lo tanto, los resultados muestran
que el rendimiento de extraccion de las hojas es mayor cuando se utiliza puro

etanol, comparado cuando se utiliza agua pura.

Tabla 13: Coeficientes codificados del % de rendimiento de extraccion de

compuestos de hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

EE del
Término Coeficiente  coeficiente Valor T Valorp FIV
Constante 2.9414 0.0559 52.58 0.000
Tiempo -0.0223 0.0446 -0.50 0.620 1.00
Solvente -0.3658 0.0415 -8.81 0.000 1.00
Tiempo*Tiempo -0.3563 0.0475 -7.50 0.000 1.01
Solvente*Solvente -0.3920 0.0440 -8.90 0.000 1.01

Fuente: Statistica 12

La ecuaciébn matematica que predice el rendimiento para cualquier

combinacion de tiempo y solvente se muestra a continuacion:

Rendimiento = -1.701+1.766*Tiempo + 2.102 * Solvente — 0.1782 Tiempo *
Tiempo - 3.136 Solvente * Solvente

Los cuales son los coeficientes de regresion segun el modelo seleccionado. Por
otro lado, los resultados de la optimizacion requieren ser constatados

experimentalmente.
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4.4  Determinacion de Fenoles Totales

Los compuestos fendlicos totales son estructuras bioactivas, por lo que se
hallan los principales antioxidantes y libres secuestrantes de radicales presentes
en diferentes especies, por lo tanto, actan para interrumpir las reacciones en
cadenas causadas por los radicales libres debido a su capacidad de donar
atomos de hidrogeno (67).

Tabla 14: Resultados experimentales de fenoles Tgotales

Fenoles Totales

Material mg AG / g M.S.
Corteza 66.98 + 9.51°
Hojas 62.36 + 10.71°

Promedio + desvio estadistico (n=3)
4.3.1 Seleccion del modelo apropiado para el tratamiento de fenoles totales
Las Tablas 5y 6 muestran los resultados de fenoles totales de la corteza
y hojas, las cuales fueron sometidos a diferentes tiempos y solvente. Mediante
el uso de software seleccionado y con los resultados experimentales, se
determinaron los valores R? y suma de cuadrados del error que permitieron elegir

el modelo adecuado para predecir el comportamiento de los fenoles totales.

La Tabla 14, muestra los resultados de compuestos de fenoles totales, el
cual se observa que existe diferencia significativa (p<0.05) siendo mayor valor
para la corteza cuando comparado con los resultados de las hojas.

4.5 Determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos de corteza y

hojas de chuchuhuasi (Maytenus amazonica).

Las medidas de la capacidad antioxidantes se pueden utilizar en base a
ensayos, en este sentido se utilizé el ensayo DPPH y ABTS, la cual permite

evaluar diferentes interacciones de compuestos (70).
4.5.1 Capacidad antioxidante por el ensayo DPPH

DE acuerdo con las Tablas 5 y 6, las cantidades de la capacidad
antioxidante correspondientes a los experimentos, utilizaron mayor ratio de
etanol para el ensayo DPPH en la que muestra mayores resultados de
24.52+0.73 y 23.37£0.78% para corteza y hojas respectivamente, donde los
resultados demuestran para el extracto de corteza un tiempo de 5 dias, es decir

dependencia del tiempo y ratio de solvente, por lo tanto, los determinantes de la
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capacidad antioxidante son el grado de reduccion de radicales libres. Algunos
resultados semejantes fueron observados cuando se utilizé el método de Brand-

Williams, Cuvelier and Berset (59).
4.5.2 Capacidad antioxidante por los ensayos ABTS y DPPH

Las Tablas 5y 6 muestran los resultados de los ensayos correspondientes
a ABTS, DPPH y Fenoles Torales, para los ensayos de ABTS, el tiempo optimo
fue de 6,4 dias y el 100% de etanol, obteniendo 122.37+1.08 pmol TROLOX/g
M.S.

Tabla 15: Capacidad antioxidante por métodos ABTS y DPPH.

Material ABTS DPPH
(umol TROLOX/g M.S.) (umol TROLOX/g M.S.)

Corteza 111.36+7.59% 14.47+5.63%

Hojas 102.55+7.81" 12.7845.74°

Promedio + desvio estadistico (n=3)

Los resultados de la Tabla 16, muestra los resultados de la capacidad
antioxidantes en comparacion por los métodos ABTS y DPPH, en la que
presentan diferencia significativa (p<0.05), por lo que son distintos entre si por la

especificidad que se traduce en los valores obtenidos de nuestra investigacion.

Tabla 16: Correlacion de la corteza y hojas de chuchuhuasi.

Capacidad
Prueba Muestra antioxidante y P-valor
Fenoles
ABTS 0.47
Corteza DPPH 0.20
Prueba de Fenoles 0.83
Normalidad Totales Coeficiente de
(Shapiro Wilk) ABTS 0.70 Spearman Rs
Hojas DPPH 0.01
Fenoles 0.65
Totales
Fenoles y 0.085 0.53
Corteza ABTS
Prueba de Fenoles y 0.18 0.32
correlacion DPPH
(Spearman) Fenoles y 0.85 0.01
Hojas ABTS
Fenoles y 0.73 0.15
DPPH
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Fueron evaluadas la correlacion de las muestras de corteza y hojas, utilizando
la prueba de normalidad para ver el nivel de significancia al 95% con la prueba
de Shapiro Wilk, la Tabla 16, muestra los resultados para fenoles totales y
capacidad antioxidante de corteza y hojas, valores mayores a 0.05, tomando la
presuncion que los datos en su totalidad, no podran ser estudiados por la
distribucién normal, asi mismo, se optd por usar una prueba no paramétrica para
correlacion entre ABTS, DPPH y fenoles totales, en este caso utilizando la
prueba de Spearman, resultando una leve correlacion en corteza para fenoles y
ABTS con un Rs de 0.65, por lo otro lado para los demas valores no se encontro

correlacion alguna
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CAPITULO V: DISCUSION

Convencionalmente, el proceso de optimizacion es realizado evaluando la
influencia de un factor sobre la respuesta, manteniendo constantes las otras
variables del proceso, del mismo modo, la optimizacion en diferentes campos es
comunmente utilizada para referirse a la busqueda de éptimas condiciones, en
las cuales un procedimiento accede a obtener la mejor respuesta posible en una
investigacion. El avance y desarrollo de la ciencia, ha intensificado el impacto y
la importancia de las sustancias denominadas metabolitos secundarios con
propiedades antioxidantes en la industria alimentaria, farmacéutica y otros. Los
antioxidantes son compuestos bioquimicos que tiene la capacidad de capturar
radicales libres y reducir sus efectos dafiinos a las moléculas biolégicas. El
amplio espectro de efectos secundarios exhibidos por los compuestos sintéticos
ha atraido a varios investigadores a reemplazar los compuestos sintéticos con
contrapartes naturales. Asi mismo el uso de desechos vegetales como posibles
fuentes de antioxidantes no solo podria proporcionar una fuente basada en la
naturaleza, sino que también es una investigacion respetuosa con el medio
ambiente (62).

El uso de disefios experimentales mediante la metodologia de superficie
de respuesta permiti6 maximizar el rendimiento, para la optimizacion se tuvo en
consideracion las variables y sus posibles interacciones. Asimismo, la aplicacién
de herramientas estadisticas facilita un analisis minucioso de diferentes factores.
Este trabajo tiene como objetivo obtener la maxima informacién con 13 ensayos

experimentales considerando el tiempo y el solvente como variables de trabajo.

Abreu et al. (2019), optimizaron el proceso de extraccién a partir de la
corteza de Maytenus macrocarpa, con la finalidad de aprovechar este recurso
natural, aplicaron la metodologia para la optimizacion de factores y obtener un
modelo predictivo, que representé adecuadamente los cambios en la variable
respuesta, el modelo obtenido de la extraccién fue por ultrasonido, resultd
significativo, con un coeficiente de determinaciéon R?=0.98, lo que implico que el
98.19% de la variacion total en el proceso estudiado se atribuyo a los factores
considerados, las variables estudiadas fueron temperatura, tamafio de particula

y el tiempo, las cuales resultaron significativas y se obtuvo un rendimiento de
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14.86% a una temperatura de 54.40°C, 16.57min y 0.63mm de tamafo de

particula.

En reciente trabajo de Missio et al. (2017) realizaron la purificacion del
extracto industrial, donde evaluaron la extraccibn Soxhlet utilizando varios
solventes con procesos Unicos y secuenciales y sus fracciones separadas fueron
investigadas analiticamente. Por lo tanto, los polvos tuvieron mayor rendimiento
para solventes polares y para temperatura de extraccion mas altas, por ello
tuvieron un rendimiento alrededor del 87%, los resultados de este estudio
sugieren la extraccion con diferentes solventes orgénicos, por lo que el resultado

fue satisfactorio aumentado su rendimiento de extraccion.

En otro trabajo realizado por Bruni et al. (2006) emplearon la extraccion
hidroalcohdlica de la corteza de Maytenus krukovii donde realizaron actividades
bioldgicas sobre diferentes clases de microorganismos por medios de ensayos,
donde la corteza finamente molida se extrajo en etanol al 20%. Por lo tanto, en
las diferentes investigaciones secuenciales optimizaron también, algunos
compuestos extraidos segun la aplicacidon especifica. En el estudio de Ismail and
Hong (2002) evaluaron la actividad antioxidante, donde los extractos también se
prepararon con etanol y agua, respectivamente. El resultado del extracto de agua
mostro la mayor actividad antioxidante total del 63% en comparacién con otras
muestras, sin embargo, en otra especie exhibié la actividad antioxidante y
eliminacién de radicales libres mas altas en extracto etandlico con 58% y EC50=
0.42mg/ml respectivamente. Por lo tanto, los resultados del analisis ANOVA
muestran diferencias significativas (p<0,05) en las medidas de las actividades de

eliminacién de radicales libres y antioxidantes totales de las especies.

Los compuestos fendlicos totales fueron cuantificados con el reactivo de
Folin-Ciocalteu. En reciente investigacion de Alijanipoor et al. (2019) fueron
estudiados el potencial de los residuos de las variedades comunes de hojas,
corteza y tallos de uva, como una fuente de antioxidantes naturales, donde se
examino la actividad antioxidante y como resultado en fenoles totales fue de
9,98+0,31 mg/g PS y 14,56+ 0,24mg/g de acido galico equivalente,
respectivamente. Por lo tanto, existen diferencias significativas menores cuando
comparado al resultado de nuestra investigacion, y se concluy6 que el uso de

residuos naturales como fuentes de antioxidantes tiene efecto beneficioso no
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solo para el manejo de desechos, sino que también se podria encontrar posibles
aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica. Por otro lado, se
evidencia la existencia de varias técnicas donde se evaluan el efecto de las
condiciones de extraccion sobre rendimientos de los extractos, donde las
variables que pueden ser estudiadas que incluyen tiempo de extraccion, edades
de la corteza, potencia de extraccion. Asi mismo, en estudios demostraron que
mediante maceracion a temperatura ambiente utilizando el solvente métanol fue
el mejor para la extraccion de algunos polifenoles, resultando uno de ellos,

contenido de polifenoles de 442 mg AG/g corteza respectivamente (68).

Saeed, Khan and Shabbir (2012), evaluaron el contenido fendlico total y
algunos compuestos del extracto de la planta entera de Torilis leptophylla para
encontrar posibles fuentes de futuros antioxidantes novedosos en formulaciones
alimentarias y farmacéuticas, resultando el contenido fendlico total de
121,9+3,1mg AG/g de extracto. En la naturaleza, muchos antioxidantes se
encuentran comunmente en productos alimenticios, que son clasificados como
antioxidantes naturales, sintéticos, dietéticos, y enddégenos que son los mas
comunes, por lo tanto es necesario desarrollar nuevas metodologias de
extraccion, purificacion, identificacion y cuantificacion de antioxidantes naturales
sea de corteza y hojas, utilizando técnicas respetuosas en el medio ambiente
para mejorar los rendimientos de extraccion y el valor de mercado de los

productos naturales (70).

Alijanipoor et al. (2019) Evaluaron las condiciones de extraccion, donde
utilizaron un grafico de concentraciones frente a la tasa de inhibicion (%) del
radical DPPH, los resultados mostraron que los extractos acuosos de los restos
de plantas de uvas tenian un poder considerable para eliminar el radical DPPH,
por lo tanto, el promedio de las pruebas en el estudio para DPPH resulté una
actividad de 302,78+5,21 mg/g de peso seco. Asi mismo fueron resultados

diferentes en comparacioén al estudio.

En estudio reciente Tanvir et al. (2017) investigo los extractos acuosos y
etanadlicos de diferentes formas con sus propiedades antioxidantes y contenidos
de polifenoles y otros compuestos, en la cual se determin¢ utilizando los valores
de actividad y captacion de radicales libres que son DPPH y FRAP, resultando

el extracto etandlico concentraciones altas de polifenoles (16.07%), rendimientos
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(17,39%) mientras una mayor actividad eliminadora de radicales DPPH con una
concentracion inhibidora del 50% mas baja (IC50) (1,08g/mL) y el valor de FRAP
siendo el mas alto (4204,46+74,48 M Fe por 100 gramo), por lo tanto, el extracto
etandlico tuvo mayores propiedades antioxidantes que las del extracto acuoso,
los rendimiento de extraccion de algunas especies investigados en estudios

sugieren que se puede obtener compuestos antioxidantes mas altos con etanol.

Chumbia and Kuamar (2019), investigaron el efecto combinado de cuatro
variables que incluyen temperatura, tiempo de extraccion, relacion etanol-agua,
relacion solido-liquido para poder predecir la combinacién éptima de compuestos
fendlicos de hojas en las que sus condiciones Optimas fueron temperatura de
extraccién 60°C,tiempo 26,6 min y una relacion etanol-agua de 75,1-24,9. Por lo
tanto, el extracto optimizado de hojas l.guayusa presentd una capacidad
antioxidante considerable determinada por 2 métodos que fueron ABTS
(0.08mmol/100g) y FRAP (40.71mmol/g).Estos valores resultaron inferiores en

comparacion a nuestra investigacion.

Resultados similares, fueron reportados por Re, Pellegrini, Nicoleta, et al.
(1999) en la que el ensayo ABTS mejora claramente el ensayo Teac, por lo tanto,
se grafica como una funcién de la concentracion para determinar el Teac, que
pueda evaluarse en funcién del tiempo. En otro estudio evaluaron el extracto
etandlico crudo de Maytenus ilicifolia como fuente potencial de antioxidantes
usando un ensayo basado en el blanqueo del radical monocation 2,2y-azinobis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTSe+), como resultado indico que la
corteza de la raiz es una gran fuente de antioxidantes en base a su potencial

como captador de radicales libres (74).

Floegel et al. (2011) Evaluaron la comparabilidad para medir la capacidad
antioxidante en alimentos por los ensayos de captacion de radicales mas
comunes ABTS y DPPH. La capacidad antioxidante mostré una relacion positiva
para ambos ensayos (r=0.949, p<0.001), por el ensayo ABTS se asoci6 mas
positivamente con la capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC) de la
base de datos del USDA para ABTS: r=0.593, p<0.001; para DPPH: r=0.539,
p<0.001, respectivamente) por lo tanto, la capacidad detectada por el ensayo

ABTS fue significativamente mayor en comparacién con la del ensayo DPPH,
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por lo que en estudio para alimentos puede ser mas util que el ensayo DPPH,

resultados fueron diferentes a nuestra investigacion.

Por otro lado, Saeed, Khan and Shabbir (2012), evaluaron extractos de la
planta de Torilis leptophylla para mostrar actividad antioxidante in vitro e in vivo,
demostrando los valores de EC50 basados en DPPH (41,0£0.85 pmol
TROLOX/g M.S.) y ABTS (10,0+0,9 ymol TROLOX/g M.S.) mostrando diferencia
significativa cuando comparado con los resultados obtenidos en el presente

estudio.

45



CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Los materiales de chuchuhuasi utilizados en el estudio mostraron el
54.70+£2.24% para hojas y 40.72+1.74% para corteza con relacion a la humedad
y 2.291£0.07% y 4.40+0.16% para ceniza.

El modelo aplicado al proceso de extraccion es adecuado para evaluar los datos
experimentales, la mayor extraccion de compuestos extraidos utilizando
Metodologia de Superficie de Respuesta con un valor de R? ajustado de 0.785

para corteza fue de 13.01+0.08% utilizando 5 dias y puro etanol.

Se estableci6 que los extractos etanolicos exhibieron contenido fendlico total de
66.98+9.28 mg A.G./g M.S. de corteza respectivamente.

El mayor contenido de fenoles totales fue observado para los extractos de la
corteza con valor promedio de 66.98+9.51 mg A.G./g M.S. con diferencia
significativa cuando comparado con el valor promedio 62.36+10.71 mg A.G./g

M.S. correspondiente al extracto de las hojas.

La capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada utilizando ensayos de
captura de radicales DPPH y ABTS, presentandose diferencia significativa con
relacion al ABTS siendo mayor para la corteza 111.16£7.46 umol TROLOX /g
M.S., cuando fue evaluado el ensayo DPPH no hubo diferencias significativas
entre la corteza y las hojas (14.47+5.63 y 12.78+5.74).

46



CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Fomentar estudios con materiales de la especie chuchuhuasi para la elaboracién

nuevos productos antioxidantes.

Evaluar la capacidad antimicrobiana de materiales de chuchuhuasi que incluya
la raiz.

Realizar estudios con microparticulas conteniendo extractos chuchuhuasi y

evaluar su estabilidad con fenoles totales.

Promover el manejo de la especie chuchuhuasi para la sostenibilidad de la
especie.
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ANEXOS

Maceracion Filtrado

Rotavapor Extracto
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CURVA PADRON DE COMPUESTOS DE FENOLES TOTALES DE CORTEZA DE
CHUCHUHUASI
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RESULTADOS DE FENOLES TOTALES DE CORTEZA DE CHUCHUHUASI

Volume leitura no acao acdo acdo a a concentracdo
Maytenus Peso amostra Peso amostra Materia seca Acertado Alicota no tubo Eapien® T T T T T T MEDIA FT Ds
amazonica Cédigo repeticion (g) (mg) (mg) (mL) (mL) Abs.765 nm mgGAE/mL mgGAE mgGI.\E/mg mgG_AE/g mgGAF/lOOg gGAE_/lOOg mgG-AE/g
huchuh . materia seca materia seca materia seca materia seca materia seca
(chuchuhuasi) € = a* % Mat. ) - - - - -
a b = a*1000 ceca d e f g=@ h=g*d i=h/c 1000 k =j* 100 L = k/1000
R1 0.0115 11.50 9.76 10.00 0.200 0.438 0.029 0.293 0.030 62.154 6,215.400 6.215
CORTEZA H1 R2 0.0115 11.50 9.76 10.00 0.200 0.420 0.028 0.280 0.029 61.245 6,124.500 6.125
R3 0.0115 11.50 9.76 10.00 0.200 0.431 0.029 0.288 0.030 62.175 6,217.500 6.218 61.858 0.531
R1 0.0117 11.70 9.90 10.00 0.200 0.350 0.023 0.229 0.023 54.274 5,427.400 5.427
CORTEZA H2 R2 0.0117 11.70 9.90 10.00 0.200 0.365 0.024 0.240 0.024 55.159 5,515.900 5.516
R3 0.0117 11.70 9.90 10.00 0.200 0.350 0.023 0.229 0.023 56.223 5,622.300 5.622 55.219 0.976
R1 0.0116 11.60 9.83 10.00 0.200 1.033 0.072 0.724 0.074 73.669 7,366.935 7.367
CORTEZA H3 R2 0.0116 11.60 9.83 10.00 0.200 1.040 0.073 0.729 0.074 74.185 7,418.529 7.419
R3 0.0116 11.60 9.83 10.00 0.200 1.030 0.072 0.722 0.073 73.448 7,344.823 7.345 73.768 0.378
R1 0.0115 11.50 10.39 10.00 0.200 1.060 0.074 0.744 0.072 71.571 7,157.090 7.157
CORTEZA H4 R2 0.0115 11.50 10.39 10.00 0.200 1.051 0.074 0.737 0.071 70.943 7,094.339 7.094
R3 0.0115 11.50 10.39 10.00 0.200 1.040 0.073 0.729 0.070 70.176 7,017.643 7.018 70.897 0.698
R1 0.0115 11.50 10.38 10.00 0.200 1.065 0.075 0.747 0.072 72.010 7,201.041 7.201
CORTEZA H5 R2 0.0115 11.50 10.38 10.00 0.200 1.073 0.075 0.753 0.073 72.569 7,256.890 7.257
R3 0.0115 11.50 10.38 10.00 0.200 1.085 0.076 0.762 0.073 73.407 7,340.664 7.341 72.662 0.703
R1 0.0115 11.50 10.37 10.00 0.200 1.053 0.074 0.739 0.071 71.213 7,121.280 7.121
CORTEZA H6 R2 0.0115 11.50 10.37 10.00 0.200 1.048 0.073 0.735 0.071 70.864 7,086.355 7.086
R3 0.0115 11.50 10.37 10.00 0.200 1.039 0.073 0.728 0.070 70.235 7,023.489 7.023 70.770 0.496
R1 0.0116 11.60 10.68 10.00 0.200 0.318 0.021 0.206 0.019 41.145 4,114.500 4.115
CORTEZA H7 R2 0.0116 11.60 10.68 10.00 0.200 0.313 0.020 0.202 0.019 40.212 4,021.200 4.021
R3 0.0116 11.60 10.68 10.00 0.200 0.308 0.020 0.199 0.019 39.587 3,958.700 3.959 " 40.315 0.784
R1 0.0115 11.50 10.59 10.00 0.200 0.340 0.022 0.222 0.021 73.945 7,394.500 7.395
CORTEZA H8 R2 0.0115 11.50 10.59 10.00 0.200 0.320 0.021 0.208 0.020 71.978 7,197.800 7.198
R3 0.0115 11.50 10.59 10.00 0.200 0.313 0.020 0.202 0.019 72.990 7,299.000 7.299 " 72.971 0.984
R1 0.0115 11.50 10.59 10.00 0.200 1.095 0.077 0.769 0.073 72.613 7,261.294 7.261
CORTEZA H9 R2 0.0115 11.50 10.59 10.00 0.200 1.083 0.076 0.760 0.072 71.792 7,179.207 7.179
R3 0.0115 11.50 10.59 10.00 0.200 1.072 0.075 0.752 0.071 71.040 7,103.960 7.104 71.815 0.787
R1 0.0115 11.50 10.52 10.00 0.200 1.049 0.074 0.736 0.070 69.907 6,990.740 6.991
CORTEZA H10 R2 0.0115 11.50 10.52 10.00 0.200 1.034 0.072 0.725 0.069 68.875 6,887.480 6.887
R3 0.0115 11.50 10.52 10.00 0.200 1.031 0.072 0.723 0.069 68.668 6,866.828 6.867 69.150 0.664
R1 0.0115 11.50 10.54 10.00 0.200 1.047 0.073 0.734 0.070 69.632 6,963.178 6.963
CORTEZA H11 R2 0.0115 11.50 10.54 10.00 0.200 1.030 0.072 0.722 0.068 68.464 6,846.381 6.846
R3 0.0115 11.50 10.54 10.00 0.200 1.043 0.073 0.731 0.069 69.357 6,935.697 6.936 69.151 0.611
R1 0.0116 11.60 10.64 10.00 0.200 1.082 0.076 0.760 0.071 71.395 7,139.496 7.139
CORTEZA H12 R2 0.0116 11.60 10.64 10.00 0.200 1.077 0.076 0.756 0.071 71.054 7,105.449 7.105
R3 0.0116 11.60 10.64 10.00 0.200 1.060 0.074 0.744 0.070 69.897 6,989.692 6.990 70.782 0.785
R1 0.0116 11.60 10.64 10.00 0.200 1.092 0.077 0.767 0.072 72.076 7,207.588 7.208
CORTEZA H13 R2 0.0116 11.60 10.64 10.00 0.200 1.087 0.076 0.763 0.072 71.735 7,173.542 7.174
R3 0.0116 11.60 10.64 10.00 0.200 1.067 0.075 0.749 0.070 70.374 7,037.357 7.037 71.395 0.901
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RESULTADOS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ABTS DE CORTEZA DE CHUCHUHUASI

PESO VOLUMEN | aucuoTta | LECTURA LECTURA % CAPACIDAD CAPACIDAD DE MEDIA DE
N | Tiempo | MUESTRA MATERIA SOLVENTE EN TUBO BLANCO MUESTRA | caDICAL | AnTiOXIDANTE | ANTIXIDANTE |\ TERIA SECA DESVEST
() SECA (mg) (i) (ul) (734nm (734 nm ABTS (umol) DE MATERIA (umol)
ABS) ABS) SECA (umol)
0.0254 0.041 2.5 0.020 0.702 0.021 97.009 0.039 120.32
Al 3.6 0.0251 0.040 2.5 0.020 0.702 0.020 97.151 0.039 121.93 121.02 0.83
0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.021 97.009 0.039 120.80
0.0252 0.040 2.5 0.020 0.702 0.074 89.459 0.036 112.06
A2 6.4 0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.075 89.316 0.036 112.78 112.30 0.41
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.079 88.746 0.036 112.08
0.0255 0.041 2.5 0.020 0.702 0.036 94.872 0.038 117.27
E3 3.6 0.0258 0.041 2.5 0.020 0.702 0.047 93.305 0.038 114.04 116.62 2.32
0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.034 95.157 0.039 118.54
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.015 97.863 0.040 123.30
E4 6.4 0.0251 0.040 2.5 0.020 0.702 0.016 97.721 0.040 122.63 122.37 1.08
0.0254 0.041 2.5 0.020 0.702 0.016 97.721 0.040 121.18
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.117 83.333 0.034 105.41
H5 3 0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.115 83.618 0.034 105.77 105.53 0.20
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.117 83.333 0.034 105.41
0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.133 81.054 0.033 101.39
H6 7 0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.133 81.054 0.033 101.39 100.64 1.30
0.0257 0.041 2.5 0.020 0.702 0.137 80.484 0.033 99.13
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.046 93.447 0.038 117.86
A7 5 0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.031 95.584 0.039 120.49 118.73 1.52
0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.038 94.587 0.038 117.85
0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.016 97.721 0.040 121.66
ES 5 0.0258 0.041 2.5 0.020 0.702 0.018 97.436 0.039 118.96 121.03 1.83
0.0251 0.040 2.5 0.020 0.702 0.017 97.578 0.040 122.46
0.0258 0.041 2.5 0.020 0.702 0.108 84.615 0.034 103.67
H9 5 0.0257 0.041 2.5 0.020 0.702 0.106 84.900 0.034 104.42 104.75 1.27
0.0252 0.040 2.5 0.020 0.702 0.108 84.615 0.034 106.14
0.0258 0.041 2.5 0.020 0.702 0.1082 84.587 0.034 103.64
H10 5 0.0251 0.040 2.5 0.020 0.702 0.108 84.615 0.034 106.57 105.43 1.57
0.0252 0.040 2.5 0.020 0.702 0.1083 84.573 0.034 106.09
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.1079 84.630 0.034 107.01
H11 5 0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.108 84.687 0.034 105.81 106.33 0.62
0.0252 0.040 2.5 0.020 0.702 0.1079 84.630 0.034 106.16
0.0252 0.040 2.5 0.020 0.702 0.1074 84.701 0.034 106.25
H12 5 0.0251 0.040 2.5 0.020 0.702 0.109 84.473 0.034 106.39 106.55 0.41
0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.1079 84.630 0.034 107.01
0.0252 0.040 2.5 0.020 0.702 0.1074 84.701 0.034 106.25
H13 5 0.0250 0.040 2.5 0.020 0.702 0.108 84.687 0.034 107.08 106.36 0.68
0.0253 0.041 2.5 0.020 0.702 0.1079 84.630 0.034 105.74
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RESULTADOS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DPPH DE CORTEZA DE CHUCHUHUASI

PESO MATERIA VOLUMEN ALICUOTA LBEL?AT;JCROA LECTURA 9% RADICAL CAPACIDAD C:I\Tﬁf(llgiz':?EE “:A?IJSR?AE
N Tiempo MUESTRA SOLVENTE EN TUBO MUESTRA (515 ANTIOXIDAN DESVEST
SECA (mg) (515nm DPPH DE MATERIA SECA
(g) (ml) (ul) nm ABS) TE (umol)
ABS) SECA (umol) (umol)

Al 0.0253 0.041 2.5 0.500 0.805 0.393 51.180 0.129 15.92
3.6 0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.393 51.180 0.129 15.99 15.98 0.06

0.0254 0.041 2.5 0.500 0.805 0.389 51.677 0.131 16.03

A2 0.0254 0.041 2.5 0.500 0.805 0.257 68.075 0.177 21.74
6.4 0.0253 0.041 2.5 0.500 0.805 0.238 70.435 0.184 22.65 21.97 0.60

0.0257 0.041 2.5 0.500 0.805 0.256 68.199 0.178 21.53

E3 0.0251 0.040 2.5 0.500 0.805 0.243 69.814 0.182 22.61
3.6 0.0253 0.041 2.5 0.500 0.805 0.241 70.062 0.183 22.52 22.90 0.58

0.0251 0.040 2.5 0.500 0.805 0.221 72.547 0.190 23.58

E4 0.0251 0.040 2.5 0.500 0.805 0.348 56.770 0.145 18.02
6.4 0.0254 0.041 2.5 0.500 0.805 0.353 56.149 0.144 17.59 17.94 0.32

0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.342 57.516 0.147 18.21

H5 0.0254 0.041 2.5 0.500 0.805 0.513 36.273 0.087 10.67
3 0.0250 0.040 2.5 0.500 0.805 0.586 27.205 0.061 7.63 9.25 1.53

0.0250 0.040 2.5 0.500 0.805 0.545 32.298 0.076 9.43

H6 0.0250 0.040 2.5 0.500 0.805 0.593 26.335 0.059 7.32
7 0.0250 0.040 2.5 0.500 0.805 0.435 45.963 0.115 14.27 10.98 3.49

0.0257 0.041 2.5 0.500 0.805 0.494 38.634 0.094 11.36

A7 0.0257 0.041 2.5 0.500 0.805 0.424 47.329 0.119 14.35
5 0.0250 0.040 2.5 0.500 0.805 0.430 46.584 0.116 14.49 14.42 0.07

0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.429 46.708 0.117 14.42

E8 0.0250 0.040 2.5 0.500 0.805 0.197 75.528 0.199 24.73
5 0.0253 0.041 2.5 0.500 0.805 0.180 77.640 0.205 25.17 24.52 0.78

0.0259 0.042 2.5 0.500 0.805 0.202 74.907 0.197 23.65

H9S 0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.5122 36.373 0.087 10.79
5 0.0256 0.041 2.5 0.500 0.805 0.5148 36.050 0.086 10.51 10.37 0.51

0.0259 0.042 2.5 0.500 0.805 0.5287 34.323 0.082 9.80

H10 0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.5395 32.981 0.078 9.60
5 0.0256 0.041 2.5 0.500 0.805 0.5258 34.683 0.083 10.04 9.81 0.22

0.0259 0.042 2.5 0.500 0.805 0.5287 34.323 0.082 9.80

H11 0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.5195 35.466 0.085 10.47
5 0.0256 0.041 2.5 0.500 0.805 0.5158 35.925 0.086 10.47 10.24 0.39

0.0259 0.042 2.5 0.500 0.805 0.5287 34.323 0.082 9.80

H12 0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.5395 32.981 0.078 9.60
5 0.0256 0.041 2.5 0.500 0.805 0.5258 34.683 0.083 10.04 10.09 0.53

0.0259 0.042 2.5 0.500 0.805 0.5087 36.807 0.089 10.65

H13 0.0252 0.040 2.5 0.500 0.805 0.5395 32.981 0.078 9.60
5 0.0256 0.041 2.5 0.500 0.805 0.5258 34.683 0.083 10.04 9.67 0.34

0.0259 0.042 2.5 0.500 0.805 0.5387 33.081 0.078 9.37
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