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%APA: Porcentaje de apagamiento

AAPH: 2,2’-Azobis-(2-aminodinopropano)
ABC: Area bajo la curva

Ac. Caf.: Acido cafeico

ANOVA: Test estadistico de analisis de varianza
ASE: Extraccion con solvente acelerado (siglas en inglés)
AWA: Extractante Acetona/Agua/Acido acético
CA: Capacidad antioxidante

CAC: Contenido de acido cafeico

CAT: Catalasa

ClI: lonizacion quimica

CFT: Contenido fendlico total

col.: Colaboradores

DAD: Detector de arreglo de diodos

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

EAG: Equivalente de acido galico

ERO: Especies reactivas de oxigeno

ERN: Especies reactivas de nitrogeno

ET: Equivalente de Trolox

F: Fluorescencia en tiempo t

Fo: Fluorescencia inicial

FC: Ensayo de Folin-Ciocalteu

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos (siglas en inglés

FLD: Detector de fluorescencia
GP: Glutatiéon peroxidasa
HAT: Mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

ICso0: Concentracion necesaria para apagar un 50% del radical libre

MAE: Extraccion asistida por microondas (siglas en inglés)



ORAC-FL: Capacidad de absorcion de radicales oxigeno, utilizando fluoresceina
como sonda.

ORAC-PGR: Capacidad de absorcion de radicales oxigeno, utilizando pirogalol rojo
como sonda.

SFE: Extraccion por fluidos supercriticos.

SOD: Superoxido dismutasa

TROLOX: Acido- 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

tr: Tiempo de retencion

RL: Radical libre

UAE: extraccion asistida por ultrasonido (siglas en inglés)
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Resumen

Originaria de México y Guatemala, la Salvia hispanica L, cominmente conocida
como chia, perteneciente a la familia de las Lamiaceae, es una planta herbacea que
posee compuestos bioactivos beneficiosos para la salud humana. En las ultimas
décadas, los estudios cientificos se han centrado en su semilla, la que contiene
omega-3, proteinas, fibra dietética, vitaminas, minerales y una amplia gama de
compuestos fendlicos. Estos ultimos también estan presentes en las hojas, las que
se descartan después de la cosecha de la semilla. Los compuestos fenélicos poseen
actividades biolégicas como antibacteriana, anticancerigena, antiinflamatoria,
antioxidante, entre otros, lo que convierte a la hoja de chia en una fuente importante
de estos compuestos, lo que representa una alternativa de revalorizacion de este
organo de la planta de chia. Sin embargo, existen muy pocos estudios cientificos de
organos como las hojas.

La mayor desventaja de las metodologias de extraccion convencionales es el tiempo
elevado de extraccion, asi como el tipo de solvente utilizado. Para mejorar esto, se
han desarrollado nuevas tecnologias implementando solventes mas verdes y
buscando disminuir el volumen y toxicidad de los solventes de extracciones
tradicionales (hexano y diclorometano) como lo son el H20 y el etanol entre otros,

considerados solventes con seguridad alimenticia.

Para asegurar una mejor eficiencia de extraccion, en este proyecto se realizé una
optimizacién de la extraccion de compuestos antioxidantes a partir de hojas de chia
mediante modelos quimiométricos, utilizando la extraccién con solvente acelerado
(ASE), evaluando 3 variables: composicion de solvente (H20, etanol, 50%-50%
H20:etanol), tiempo estatico de extraccion (3, 10 y 17 minutos) y temperatura de
extraccion (45, 80 y 115°C). Por medio del modelo 32 + 3 centros se buscd generar
una superficie de respuesta que maximice la capacidad antioxidante determinada
mediante ORAC-FL. Luego se aplicé el procedimiento de extraccion optimizado en
el andlisis de muestras de hoja de chia de dos fenotipos de semillas diferentes
(blanca y negra) en 3 etapas distintas del desarrollo de la planta, evaluando su
capacidad antioxidante mediante ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH, su contenido de
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polifenoles totales por Folin Ciocalteu, y la caracterizacion de los polifenoles
presentes en las muestras mediante HPLC-DAD. Posteriormente se realizd la

comparacion con la extraccion asistida con ultrasonido previamente optimizada.

Las condiciones 6ptimas para la extraccion con solvente acelerado fueron: 3 ciclos
de extraccion de 17 min cada uno a 115°C con una composicion de 55% H20 y 45%
ETOH a una presion constante de 1500 psi. Para los dos fenotipos de hoja de chia
gue se analizaron en diferentes etapas de desarrollo, se obtuvo en la mayoria de los
andlisis la misma tendencia, siendo la segunda fecha de muestreo donde se
obtuvieron més compuestos con capacidad antioxidante, mayor cantidad de
polifenoles, y una mayor concentraciéon de compuestos como el 4cido cafeico y el

acido rosmarinico.

Finalmente, al comparar los resultados obtenidos en esta tesis, con la extraccion por
ultrasonido optimizada en estudios anteriores, la extraccion ASE demostré ser mas

eficiente, obteniendo resultados significativamente mayores en todos los andlisis.
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Summary

Originally from Mexico and Guatemala, Salvia hispanica L, commonly known as chia,
belonging to the Lamiaceae family, is a herbaceous plant that has bioactive
compounds that are beneficial to human health. In recent decades, scientific studies
have focused on its seed, which contains omega-3, protein, dietary fiber, vitamins,
minerals, and a wide range of phenolic compounds. The latter are also present in the
leaves, which are discarded after the seed is harvested. Phenolic compounds have
biological activities such as antibacterial, anticancer, anti-inflammatory, antioxidant,
among others, which makes the chia leaf an important source of these compounds,
which represents an alternative to revalue this organ of the chia plant. However, there

are very few scientific studies of organs such as leaves.

The biggest disadvantage of conventional extraction methodologies is the long
extraction time, as well as the type of solvent used. To improve this, new technologies
have been developed implementing greener solvents and seeking to reduce the
volume and toxicity of traditional extraction solvents (hexane and dichloromethane)
such as H20 and ethanol, among others, considered food-safe solvents.

To ensure better extraction efficiency, in this project an optimization of the extraction
of antioxidant compounds from chia leaves was carried out by means of chemometric
models, using accelerated solvent extraction (ASE), evaluating 3 variables: solvent
composition (H20 , ethanol, 50%-50% H20O:ethanol), static extraction time (3, 10 and
17 minutes) and extraction temperature (45, 80 and 115°C). Through the model 33 +
3 centers, we sought to generate a response surface that maximizes the antioxidant
capacity determined by ORAC-FL. Then the optimized extraction procedure was
applied in the analysis of chia leaf samples from two different seed phenotypes (white
and black) in 3 different stages of plant development, evaluating their antioxidant
capacity using ORAC-FL, ORAC-PGR and DPPH, its total polyphenol content by
Folin Ciocalteu, and the characterization of the polyphenols present in the samples
by HPLC-DAD. Subsequently, comparison was made with previously optimized

ultrasound-assisted extraction.
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The optimal conditions for accelerated solvent extraction were: 3 extraction cycles of
17 min each at 115°C with a composition of 55% H20 and 45% ETOH at a constant
pressure of 1500 psi. For the two chia leaf phenotypes that were analyzed at different
stages of development, the same trend was obtained in most of the analyses, with
the second sampling date where more compounds with antioxidant capacity were
obtained, a greater amount of polyphenols, and a higher concentration of compounds

such as caffeic acid and rosmarinic acid.
Finally, when comparing the results obtained in this thesis, with the ultrasound

extraction optimized in previous studies, the ASE extraction proved to be more

efficient, obtaining significantly higher results in all the analyses.
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1. Introduccion.

1.1 Antecedentes Salvia hispanica L.

La Salvia hispanica L, mostrada en la figura 1, conocida comunmente como chia, es
una planta anual perteneciente a la familia Lamiaceae. Es una especie nativa del sur
de México y norte de Guatemala (Andrés Xingu Lopez, 2017), esta planta crece
aproximadamente de 1 a 2.5 metros de altura, y presenta una raiz que puede
alcanzar hasta un metro de profundidad, el tallo es generalmente de color verde,
ramificado, aromatico, cuadrangular y pubescente. Las hojas crecen de manera
opuesta, de forma oval-elipticas, de 1 a 5 cm de ancho, y de 5 a 15 cm de longitud,
son de base cuneada, y apice agudo, el peciolo de las hojas es de 1 a 4 cm, en la
parte superior de la planta y de 4 a 8 cm en las ramificaciones inferiores. La flor es
hermafrodita, pudiendo ser de color violeta, azul, morada, blanca y blanquiazul, las
cuales crecen en grupos en espigas. La semilla es monoespérmica, ovoide y
alcanzan 2.3 mm de longitud, 1.2 mm de didmetro y en promedio 1.2 mg de peso (Di

Sapio, Bueno, Busilacchi, & Quiroga, 2012).

Fig 1. Cultivo de chia en la estacién experimental Pan de Azucar INIA Intihuasi.

Esta planta se ha utilizado desde hace varios siglos, se conoce que los
Teotihuacanos (100 AC-600 DC) fueron posiblemente de las primeras culturas
civilizadas de América que utilizaron la chia, donde en un estudio arqueoldgico se
encontrd que las semillas de esta planta formaron parte de las ofrendas dedicadas a
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sus deidades y muertos (Cahill, 2004). Sin embargo, en la Mesoamérica
precolombina fue cuando la chia comenz6 a ser utilizada como un producto de gran
importancia en el ambito alimenticio y medicinal. Su semilla se utilizaba como
alimento energizante, ademas de extraer de ella aceites para consumo humano y
produccion de pinturas. A pesar de ello, con la llegada de los esparioles el cultivo de
chia disminuyé considerablemente, debido a la restriccion religiosa de su cultivo y la
incorporacion de nuevos productos de origen animal y vegetal (trigo, cebada, la cafia,
cartamo, ganado vacuno y ovino) en areas cultivadas con chia, produciendo un

cambio en la alimentacion de la poblacion de la zona (Cahill, 2004).

Actualmente se ha vuelto a impulsar el cultivo de chia debido a la informacion
florklérica, a la busqueda y el interés de la poblacion mundial en alimentos
funcionales, donde la semilla de chia se destaca por poseer una alta cantidad de
fibra, aminoacidos, polifenoles y por sobre todo acido graso a-linolénico (omega-3)
(da Silva Marineli, 2014; Reyes Caudillo, 2008). A partir de este conocimiento es que
la chia comenzé a generar mas curiosidad cientifica, principalmente debido al gran
contenido de omega 3 de su semilla, concentrando el interés cientifico, dejando de
lado hojas, tallos y espigas, por no tener valor nutricional comprobado hasta la fecha.
La planta de chia genera una gran cantidad de biomasa (tallos, hojas, raices,
inflorescencia) durante su ciclo natural, debido a que la semilla se forma en la etapa
final de este ciclo, por lo tanto, hay que esperar el desarrollo total de la planta. Silva
& col (2018) realizaron un cultivo experimental de 122 dias a contar del dia de la
siembra, y se lograron encontrar 32 g de masa seca total por planta, si este valor
corresponde al 10% de la materia verde, con una densidad de plantacion de 50.000
plantas por hectarea, se podria disponer de 3 ton de materia verde por hectarea. Si
de esto, el 5% corresponde a hoja, se producirian 500 Kg de hoja verde por hectarea
al afio (Silva & col, 2018).

Amato & col (2015) en su trabajo orientado a determinar la calidad nutricional de la
semilla, ademas de estudiar la semilla, ellos identificaron tentativamente 34

polifenoles a partir de extractos metandlicos de hojas de chia, mediante HPLC-MS.
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Dentro de los polifenoles identificados se encuentran el acido rosmarinico, &cido
cafeico, orientina, vitexina, apigenina y quercetina, entre otros. (Amato, y otros,
2015). Por su parte, Elshafie y col (2018) informaron que el aceite proveniente de las
hojas de chia, posee como principales constituyentes sesquiterpenos con una
mayoria de cariofilenos, enfatizando en su efecto antimicrobiano. Por otro lado Kiani
& col (2020) realizaron por primera vez una sintesis verde de nanoparticulas de
paladio por medio de extractos de hojas de Salvia hispanica L, utilizandola como un
compuesto reductor ecologico, responsable de reducir el metal, formar la
nanoparticula y evitar el crecimiento de esta, ademas de enfatizar su fuerte actividad

antibacteriana.

Estos estudios, entregan las primeras luces del potencial uso de las hojas de chia,
siendo importante estudiar con mayor profundidad esta matriz, para asi dar valor
comercial a esta materia prima que se trata como desecho o como fertilizante de

suelo.

En trabajos anteriores del grupo del laboratorio de radicales libres y antioxidantes,
guiados por la Dra. Maria Carolina Zufiga se ha estudiado la capacidad antioxidante
y el contenido total de polifenoles de hojas, tallos y espigas de chia mediante las
técnicas ORAC-FL (Capacidad de absorcion de radicales oxigeno, utilizando
fluoresceina como sonda), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y Folin-Ciocalteu
respectivamente, ademas de lograr la identificacion y cuantificacion de algunos
polifenoles. En un primer estudio, Soto y col (2015) lograron determinar que la hoja
es la que presenta mayor capacidad antioxidante y una mayor concentracion de
polifenoles frente a otros 6rganos de la planta (Soto, 2015). Posteriormente, también
se ha estudiado la capacidad antioxidante y el contenido total de polifenoles de 6
fenotipos de chia cultivados en invernadero, sometidos a dos niveles de riego (20%
y 70%), en diferentes etapas de desarrollo de la planta. Este estudio informa que el
muestreo realizado a la mitad del crecimiento de la planta presentaba mayor
capacidad antioxidante, y mayor concentracion de polifenoles. Adicionalmente, las

plantas con un 20% de riego (con estrés hidrico) mostraron un comportamiento
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general entre los fenotipos con un maximo de capacidad antioxidante en el muestreo
de la mitad del desarrollo de la planta, mientras que para el nivel superior de riego
(70% de riego) no se observo un patron comun de comportamiento. (Maturana, 2019)
Finalmente, se estudio la capacidad antioxidante y contenido fendlico total de dos
extractos de hojas provenientes de fenotipos de semilla de chia (blanca y negra), en
extractos secuenciales realizados con solventes de polaridad creciente (hexano,
diclorometano, acetato de etilo y etanol), encontrando que los extractos etandlicos
obtuvieron la mayor capacidad antioxidante (quimica y celular) y contenido total de
polifenoles (Zuiiga-Lopez, 2021).

1.2 Capacidad antioxidante y estrés oxidativo.
1.2.1 Radicales libres y estrés oxidativo.

Los radicales libres (RL) son compuestos que poseen una estructura que contiene
uno o mas electrones desapareados, caracteristica que les brinda una gran
reactividad. Estos se generan en nuestro organismo como subproducto de la
respiracion celular, dentro de las que se encuentran el radical superéxido (Oze-), el
radical hidroxilo (*OH) y el peréxido de hidrogeno (H202) (Boveris & Repetto, 2016),
Estas especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden presentar actividad bioldgica,
como es el caso del radical superéxido que es generado en células fagociticas para
ejercer accién antibacteriana (Mora, 2002). Otro radical de importancia biolégica que
se produce en condiciones normales dentro del organismo humano es el éxido nitrico
(NO-¢) que es un importante neurotransmisor (Mora, 2002). Este ultimo RL se incluye
dentro de las especies reactivas de nitrogeno (ERN), junto con NO:z y otros radicales

organicos centrados en nitrégeno.

De manera natural, existe un balance entre los RL y los mecanismos antioxidantes
gue la célula posee (antioxidantes endégenos) entre los que se encuentran enzimas
como la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GP), y la superéxido dismutasa
(SOD), ademéas de moléculas pequefias como compuestos fendlicos, vitaminas y
algunas hormonas (Boveris, 2016). Al romperse este equilibrio por factores externos

como alimentacion, radiacion solar o alguna enfermedad, es que la célula entra en
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un estado llamado estrés oxidativo. El estrés oxidativo, es originado por un aumento
en la producciéon de RL o por una disminucion en los antioxidantes enddgenos, se
caracteriza por la incapacidad de los antioxidantes enddgenos para contrarrestar el
dafio oxidativo en nuestras células (Lopez, 2007). Este estado de estrés puede
desencadenar enfermedades crénicas como el cancer, parkinson, enfermedades

cardiovasculares, incluso Alzheimer. (Halliwell, 1998).
1.2.2 Capacidad antioxidante.

Una manera de combatir el estrés celular es consumiendo compuestos que tengan
capacidad antioxidante, la que se define como la capacidad de apagar o neutralizar
un RL, o como la de inhibir la oxidacién de otros sustratos (Prior, 2005). Esto puede
ocurrir mediante dos mecanismos principales: el primero de transferencia de
electrones (ET por sus siglas en inglés) y el segundo, la transferencia de un atomo
de hidrogeno (HAT por sus siglas en inglés). En el mecanismo ET, el antioxidante
puede donar un electron al radical, y en el mecanismo HAT, el antioxidante apaga
un radical por donacion de atomos de hidrogeno, generando un radical libre mas

estable quimicamente en ambos casos. (Huang, Ou, & Prior, 2005).

Estas moléculas clasificadas como antioxidantes deben cumplir tres criterios
fundamentales; el primero es que sea capaz de prevenir o retardar la oxidacion de
otros sustratos a concentraciones bajas en relacion a la concentracién del sustrato,
el segundo, que el radical formado luego de la reaccion, debe ser mas estable y
menos reactivo que el RL inicial (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996; Antolovich, y

otros, 2002), y tercero, ser persistente en el medio.
1.3 Compuestos fendlicos.

La capacidad antioxidante se le atribuye principalmente a los compuestos fendlicos,
estos compuestos contienen al menos un grupo fenol en su estructura, y son
sintetizados por las plantas, como producto de su metabolismo secundario. Son
indispensables en funciones fisiologicas vegetales como en la defensa ante
situaciones de estrés y diversos estimulos (hidricos, luminosos, etc) (Quifiones,

2012). La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario
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de las plantas involucra dos importantes rutas primarias: la ruta del acido siquimico
y la ruta de los poliacetatos (Bravo, 1998). Las propiedades benéficas de los
polifenoles estan asociadas a su estructura quimica, que es capaz de interactuar con

las ERO y ERN, que son los RL mas dafiinos en sistemas biologicos.

Los polifenoles se clasifican en dos grandes grupos, el primero son los flavonoides,
donde se encuentran todos los compuestos que tienen como estructura base dos
anillos bencénicos unidos por un puente de tres carbonos (C6-C3-C6) como por
ejemplo los flavanos, antocianinas, flavonas y taninos condensables, entre otros, tal
como se muestra en la figura 2. Muchos estudios han llegado a establecer algunas
relaciones estructura-actividad antioxidante para este grupo de polifenoles en medio
acuoso (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996; Prochazkova, BouSovab, &
Wilhelmov4, 2011; Heim, Tagliaferro, & Bobilya, 2002), siendo de mayor influencia la
presencia de un grupo catecol (orto dihidroxi) en el anillo B, la insaturacién 2,3 del
anillo C, conjugado con la funcion 4-oxo y la sustitucion de las posiciones 3y 5 con
grupos hidroxilo (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996; Prochazkové, BouSovab, &
Wilhelmov4, 2011). Estas caracteristicas permiten la deslocalizacion del electron
desapareado del radical fenoxilo tanto en el anillo B como hacia el resto de la
estructura y la posibilidad de coordinar metales de transicibn como hierro y cobre
(Heim, Tagliaferro, & Bobilya, 2002; Prochazkova, Bousovab, & Wilhelmova, 2011;
Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996). Por otro lado, esta el segundo grupo de
polifenoles, denominados no flavonoides, donde se encuentran los compuestos que
no poseen esta estructura basica, como los acidos fendlicos, estilbenos, lignanos,
taninos hidrolizables, entre otros, tal y como se muestra en la figura 3. Los estudios
de estructura-actividad antioxidante informan que para los compuestos no
flavonoides, dependera del nimero y posicién de los grupos OH, ademas de la
densidad electrénica del anillo bencénico que determina la disponibilidad de los

atomos de hidrogeno para ser donados (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996).
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Fig 2. Subclasificacion de los flavonoides.

Taninos condensables

21



No flavonoides

L
A
I

[=]

OH

R
OH 7 or
R
R
/
R
CH
R
Acido hidroxicinamico C6-C3 Estilbenos C6-C2-C6 Liananos 2( C6-C3)

-

OH

—

Acido benzoico C6-C1

Tanino hidrolizable

Fig 3. Subclasificacién de los no flavonoides.

1.4 Extraccion de polifenoles desde plantas.

El paso mas importante para la obtencién de polifenoles desde una matriz vegetal,
es la extraccion. En este sentido, la técnica y el disolvente son factores clave para
maximizar la extraccion de forma selectiva, evitando sustancias no deseadas
(Cvjetko Bubalo, 2018). Los procesos de extraccidn convencionales son bastante
laboriosos, requieren mucho tiempo e involucran grandes cantidades de solventes a
menudo toxicos. Es por esta razén que en la dltima década se han considerado
técnicas de extraccidn mas eficientes, basadas en un compromiso razonable entre
los requisitos econdémicos, sociales y ambientales (Cvjetko Bubalo, 2018). Por esa
razén, se han introducido y aplicado tecnologias de extraccion modernas que utilizan
disolventes seguros y no toxicos para la extraccion de diversos compuestos. Algunas
de estas tecnologias son: extraccidn asistida por microondas (MAE, por su sigla en
inglés), extraccion asistida por ultrasonido (UAE, por su sigla en inglés), extraccion
por Fluidos supercriticos (SFE, por su sigla en inglés), y extraccion acelerada por
solventes (ASE, por su sigla en inglés) (Panja, 2017).
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La extraccion asistida por microondas se basa en la irradiacion de ondas microondas
causando el movimiento de las moléculas por migracion de iones y rotacion de
dipolos que contribuyen a un incremento de la temperatura, lo que facilita la difusion
de compuestos desde la matriz al disolvente, disminuyendo los tiempos de extraccion
(Izquierdo, 2013). Por otro lado, la extraccion asistida por ultrasonido se basa en la
capacidad del ultrasonido (20kHz a 1MHz) de entregar una cantidad alta de energia
al medio, produciendo un efecto llamado "cavitacion", donde se generan burbujas
que crecen y colapsan. Este colapso causa un aumento de temperatura y presion
danando la pared celular de la matriz vegetal, facilitando la transferencia de masa
hacia el solvente (Corona-Jiménez, 2016). Por su parte, en la extraccion por fluido
supercritico se trabaja con el solvente en condiciones supercriticas, aumentando la
temperatura y la presion del sistema. El solvente méas utilizado es el CO2 por sus
condiciones de punto critico accesibles, y la facilidad de recuperacion y eliminacion
del solvente una vez terminada la extraccion (Doane-Weideman, 2004). Por altimo,
en la extraccion ASE se trabaja con una alta presion constante, aumentando la
temperatura, de forma que el solvente eleve su punto de ebullicibn y se mantenga
en estado liquido, aumentando su fluidez y mejorando la penetracion en la matriz

vegetal (Luthria, 2004) sin alcanzar su punto critico.

La extraccidon con solvente acelerado se ha desarrollado rapido desde su primera
aparicién en 1995, tomando un rol protagonico dentro de los métodos tradicionales,
debido a que posee variadas ventajas comparada con los métodos de extraccidon
clasicos, entre las que se encuentran la disminucién de la viscosidad del solvente, la
mayor facilidad con la que el solvente penetra la matriz vegetal, y la mayor velocidad
de transferencia de masa, involucrando tiempos menores de extraccion, ademas de
presentar menos pasos de preparaciéon de muestra que los métodos tradicionales,
como por ejemplo; el filtrado de la muestra después de la extraccion. Adicionalmente
en esta técnica se puede trabajar con multiples ciclos estaticos de extraccion para
introducir volimenes de solvente limpios a medida que avanza el proceso de
extraccion. Debido a su alta eficacia de extraccion y el ahorro considerable de

tiempo, la extraccibn con solvente acelerado promete ser una técnica eficaz de
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extraccion (Soto, 2015). También cabe destacar que presenta buenos rendimientos
para la extraccion de polifenoles. (Wu, 2004) (Wu X. G., 2004).

1.5 Metodologias para evaluar la capacidad antioxidante in vitro.

Cabe destacar que hasta ahora no existe un solo método para determinar la
capacidad antioxidante (CA) completa de una muestra o alimento, ya que esta se
puede determinar ya sea por mecanismo HAT o ET, de forma que los resultados
obtenidos por los diferentes ensayos de CA se pueden complementar, para entregar
informacion sobre la CA de una muestra, en cuanto a la cantidad y reactividad de los

antioxidantes presentes.

1.5.1 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).

El método ORAC-FL es un ensayo que mide la capacidad de una muestra para
apagar radicales centrados en oxigeno, formados por la descomposicion térmica en
condiciones aerobicas del AAPH (2,2'-azobis (2-amidiopropano) diclorhidrato). En
este ensayo, los radicales generados reaccionan con una molécula sonda
fluorescente para formar un producto no fluorescente; es decir, a medida que avanza
la reaccion, la sonda se consume y disminuye la fluorescencia. El antioxidante
adicionado al medio, compite con la molécula sonda para estabilizar el radical,
resultado que se ve en la permanencia de la fluorescencia de la molécula sonda
hasta que el antioxidante se consume. En este ensayo, la capacidad antioxidante,
como se muestra en la figura 4.a, se evalla a partir del area bajo la curva de los
perfiles cinéticos de decaimiento de la fluorescencia y los valores obtenidos para la
muestra se comparan comdnmente con el compuesto Trolox (Acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), analogo hidrosoluble de la vitamina E, lo que
permite determinar un indice ORAC en términos de este compuesto de referencia.

Por otra parte, ORAC-PGR es una técnica que mide el grado de proteccion que
ofrece la muestra frente a los radicales generados a partir de la descomposicion
térmica del AAPH, salvo que, en este caso, la molécula sonda es pirogalol rojo. Esta

molécula, reacciona mas rapido que la fluoresceina con los RL, por lo que se utiliza
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para evaluar la reactividad de los antioxidantes presentes. Al utilizar esta molécula
sonda, se registra el decaimiento de la absorbancia en funcion del tiempo causado
por la descomposicion oxidativa provocada por los radicales libres formados, como

se muestra en la figura 4.b. (Lépez-Alarcén & Lissi, 2006)

En las metodologias ORAC-FL y ORAC-PGR predomina mayoritariamente el mismo
mecanismo (HAT), pero el resultado depende de la sonda molecular. Esto permite
complementar ambas respuestas considerando no solo la estequiometria (ORAC-
FL) sino la reactividad (ORAC-PGR) de antioxidantes presentes en los diferentes

extractos (Lopez-Alarcon & Lissi, 2006; Lopez-Alarcon, 2011).
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Fig 4. Curvas de decaimiento de los analisis ORAC-FL (a) y ORAC-PGR (b)

1.5.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo
DPPH

El radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), disponible comercialmente, es
semiestable, de color purpura y, cuando se reduce, cambia de color a amarillo, es
soluble en solventes organicos y presenta una banda de absorcion tipica en

aproximadamente 517 nm.

El método de eliminacion de radicales de DPPH es uno de los métodos mas

utilizados para determinar la capacidad antioxidante. Segun se muestra en la figura
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5, el mecanismo predominante en este método es la transferencia de electrones
(ET), y se basa en la medicion del consumo del radical DPPH por la muestra. Para
evaluar la capacidad de consumo del radical, se realizan mediciones
espectrofotométricas de la disminucion de la absorbancia a 517 nm del radical DPPH
después de un tiempo de incubacién con la muestra. (Prior, 2005). Habitualmente
los datos se expresan como ICso, que corresponde a la concentracion de antioxidante
necesaria para apagar el 50% del radical (Antolovich, 2002; Molyneux, 2004), o como
porcentaje de apagamiento del radical, relacionado a un patrén, utilizando la

ecuacion 1.

Absorbancia de la muestra

%Apagamiento = (1 - ) X100 (1)

Absorbancia del control

NO, Q (Antloxldant)
o i \ < QN_N

NO,

Fig 5. Mecanismo de reaccion del antioxidante con el DPPH.

1.6 Cuantificacion e identificacion de polifenoles.
1.6.1 Contenido fendlico total.

Es posible determinar el contenido total de polifenoles (CTP) mediante el ensayo
Folin-Ciocalteu, el cual se basa en que la reaccion entre los compuestos fendlicos y
el reactivo Folin-Ciocalteu a pH basico (>10) provoca un cambio de coloracion del
reactivo de Folin de amatrillo a azul. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato
sédico (Na2WO4+2H20) y molibdato sédico (NazMoO4+2H20) en acido fosférico.

Como se muestra en la figura 6, el acido formado es de color amarillo, que al ser
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reducido por los grupos fendlicos da como resultado un color azul intenso, de forma
que la intensidad de la absorbancia a 765 nm se utiliza para evaluar la CTP de la
muestra (Sanchez, 2013), considerando que, a mayor cantidad de fenoles presentes,

mayor sera la absorbancia registrada a esta longitud de onda.

Una de las desventajas de esta técnica es que se pueden encontrar interferentes
que sobreestimen el resultado, estos pueden ser compuestos reductores, como
azucares reductores (glucosa y fructosa) (Sanchez, 2013), pero de igual manera aun
se utiliza como valor de comparacion con resultados publicados de otros extractos

vegetales.
HO N Reactivo de Folin (W*®,
Mo*®) color amarillo.
R

O

Reactivo de Folin reducido (W*®,
| | Mo*°) color azul.
R

Fig 6. Reduccion del compuesto Folin.

1.6.2 Métodos cromatogréficos.

Dentro de la caracterizacion de los extractos vegetales, uno de los métodos utilizados
para la determinacién de compuestos polifendlicos son los métodos cromatograficos,
ya que permiten la separacién de los componentes de una mezcla compleja para su
determinacion. En la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC por sus siglas
en inglés), los componentes de una mezcla, en este caso los polifenoles, se separan
al pasar a una alta presion a través de una fase estacionaria (columna) transportados
por una fase maovil o eluyente. Los analitos transportados por la fase mévil van a

interaccionar de forma distinta con la fase estacionaria de acuerdo con su polaridad,
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adquiriendo diferentes velocidades de migracién. Las separaciones van a depender

del grado en el que los analitos se distribuyen entre las dos fases. (Lluva, 2019)

Generalmente, esta técnica se utiliza en fase reversa para el analisis de este tipo de
analitos, comunmente acoplada a un detector espectrofotométrico con arreglo de
diodos (DAD) utilizando como fase movil una mezcla de agua acidificada con un
acido organico de cadena corta como acido férmico o acético en bajas
concentraciones (2-5%) y un solvente de caracteristicas mas apolares como
acetonitrilo o metanol (Martinez Cruz & Paredes Lopez, 2014; Amato, 2015; Petridis,
2012; Rizzi, 2011; Scordino & Sabatino, 2014). Cuando se utiliza el mismo eluyente
a lo largo de la cromatografia se dice que la elucidn es isocratica. En cambio, si se
modifica su composicion a lo largo de la separacién se denomina elucién por

gradiente de fase movil.

El DAD permite registrar los espectros de absorcion a lo largo de toda la corrida
cromatografica, y de esta forma, se puede conocer tanto el espectro de absorbancia
como la longitud de onda maxima de absorcion (Am) para cada compuesto y se
puede comprobar la pureza cromatografica para cada pico. Al registrar los
cromatogramas a la A maxima de cada compuesto, se puede aumentar la
sensibilidad del método. Se han documentado limites de deteccion del orden de los
ng mL-1 para polifenoles utilizando este detector (Martinez Cruz & Paredes Lépez,
2014). Por otra parte, una identificacidén mas certera de los analitos se logra al utilizar

un espectrometro de masas como detector.

Es por esto que en este proyecto de tesis se optimizd la extracciéon con solvente
acelerado, y se determiné la capacidad antioxidante (ORAC-FL, ORAC-PGR vy el
ensayo DPPH), el contenido total de polifenoles (Folin-Ciocalteu) y la caracterizaciéon
del perfil fendlico (HPLC-DAD) de dos fenotipos de chia (negro y blanco) en
diferentes etapas del desarrollo de la planta.
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2. Planteamiento del problema.

Actualmente el cultivo de Salvia hispanica L. se enfoca en la produccion de semilla,
(la que posee un alto contenido nutricional, desechandose la masa foliar en el

proceso de cosecha).

Teniendo como antecedentes las Ultimas investigaciones de la masa foliar de la
planta, donde se logré la identificacion tentativa de algunos polifenoles en diferentes
extractos de chia, existe la posibilidad de revalorizar la hoja de esta planta, por lo
cual la extraccion sera un punto clave en la determinacion de compuestos bioactivos

de la hoja de Salvia hispanica L.
3. Hipotesis

Entre las técnicas de extraccion mas utilizadas en la actualidad, la extraccion asistida
por ultrasonido ha ganado popularidad. Durante este proceso, se produce el efecto
de cavitacion, en el cual se forman burbujas de vapor que se expanden rapidamente
y luego colapsan violentamente, generando una gran cantidad de energia. Sin
embargo, este fendbmeno puede causar la degradacion de los compuestos
antioxidantes presentes en la muestra. Por el contrario, la técnica de extraccion con
solvente acelerado ofrece variadas ventajas, como una menor viscosidad del
solvente, una mayor penetracion en la matriz vegetal y una velocidad de
transferencia de masa mas rapida. Ademas de poder trabajar con multiples ciclos
estaticos de extraccion, introduciendo volimenes de solvente limpios a medida que
avanza el proceso de extraccion. Por lo tanto, se propone que la extraccion con
solvente acelerado con los parametros de temperatura, tiempo estéatico de extraccion
y composicion del solvente optimizados, serd mas eficiente que los métodos
convencionales, incluida la extraccion asistida por ultrasonido, para extraer

compuestos antioxidantes de la hoja de Salvia hispanica L.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Optimizar la extraccion de compuestos antioxidantes desde hojas de Salvia
hispanica L. de dos fenotipos distintos utilizando extraccion por solvente acelerado y
aplicar estas condiciones de extraccion a muestras foliares en distintas etapas del

desarrollo de la planta.

4.2 Objetivos especificos

I.  Optimizar la extraccion de compuestos antioxidantes con el modelo
multivariable 32 + 3 centros, midiendo la capacidad antioxidante por medio del
ensayo ORAC-FL.

II. Determinar la capacidad antioxidante de los extractos optimizados mediante
ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH de dos fenotipos de Salvia hispanica L, en
tres etapas de crecimiento de la planta.

lll.  Determinar el contenido fendlico total de los extractos optimizados mediante
el ensayo de Folin-Ciocalteau de dos fenotipos de Salvia hispanica L. en tres
etapas de crecimiento de la planta.

IV. Caracterizar perfil fenélico por HPLC-DAD de de los extractos optimizados. de
dos fenotipos de Salvia hispanica L, en tres etapas de crecimiento de la planta.

V. Comparar la extraccién asistida con ultrasonido previamente optimizada, con

la extraccion con solvente acelerado optimizada.

5. Materiales y métodos
5.1 Reactivos.

Reactivos soélidos: TROLOX (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico; Sigma Aldrich), Pirogalol rojo (Merck S.A.), Fluoresceina (Sigma Aldrich),
AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamidina); Sigma Aldrich), DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo; Sigma Aldrich), Carbonato de sodio (Riedel de Haenag Seelze-
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Hannover), Fosfato monoacido de sodio (Sigma Aldrich), Fosfato diacido de sodio
(Sigma Aldrich), hidréxido de sodio (Merck S.A.).

Polifenoles: Acido galico (AK Scientific), Acido protocatecuico (Sigma Aldrich),
Catequina (Sigma Aldrich), Acido Cafeico (Sigma Aldrich), Acido Ferulico (Sigma
Aldrich), Polidatina (Sigma Aldrich), Resveratrol (Sigma Aldrich), Hesperedina
(Sigma Aldrich), Mirecitina (Sigma Aldrich), Quercetin (Sigma Aldrich), Hesperetina
(Sigma Aldrich) y Camferol (AK Scientific).

Reactivos liquidos: Acetona grado HPLC (Merck S.A.), Agua nanopura, Agua grado
HPLC (Merck S.A.), Metanol grado HPLC (Merck S.A.), Acetonitrilo grado HPLC
(Merck S.A.), Acido acético glaciar (Merck S.A.), Reactivo de Folin (Merck S.A.).

5.2 Tratamiento de las muestras.

El cultivo se llevo a cabo en la estacion experimental Pan de Azucar de INIA Intihuasi,
La Serena, Chile, donde se consideraron 2 variedades de semilla de chia, negra y
blanca. Como se muestra en la figura 7, el disefio fue completamente aleatorio, con
4 repeticiones por nivel, y cada unidad experimental fue delimitada por una parcela

(8 en total) de 5 m de largo y 6 hileras distanciadas por 0.7 m

5.Blanca 6.Blanca 7.Blanca 8.Negra _
4.Negra 3.Negra 2.Blanca 1.Negra

Fig 7. Disefio experimental del cultivo de chia realizado para el desarrollo de este trabajo.

La siembra se efectu6 el 10 de enero de 2020. Las plantas se regaron en funcion de
la demanda atmosférica con una frecuencia de 3 a 5 dias y tiempo de riego de 40 a
80 minutos. Los fertilizantes utilizados fueron urea, fosfato monoamaonico y nitrato de
potasio. Las fechas de muestreo fueron el 03 de marzo, 23 de abril, 23 de mayo y 03

de junio del afio 2020, para cada muestreo se recolectaron 3-4 plantas. Las muestras
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fueron congeladas a -80°C para ser trasladadas desde la estacién experimental
hasta la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile,
Santiago, donde fueron separadas en tallos, raices, hojas e inflorescencias para
posteriormente secarlas en estufa a 30°C hasta peso constante. Las muestras de
hoja se trituraron en un mortero de porcelanay tamizaron con tamices de N° de maya
20y 40.

Para los andlisis previos a la optimizacion y el proceso de optimizacion por extraccion
con solvente acelerado, se consideraron las muestras recolectadas en el muestreo
preliminar realizado el 03 de marzo de 2020, correspondientes al fenotipo de la
semilla blanca de chia, donde se formé una gran masa de hojas, independiente la
parcela, la cual fue triturada, homogenizada y tamizada. Las muestras del 23 de abril,
23 de mayo y 03 de junio del afio 2020 fueron utilizadas para la evaluacién de la CA,
el contenido fendlico total y el perfil fendlico en diferentes etapas morfologicas de la

planta.
5.3 Extraccion.

5.3.1 Analisis previos ala optimizacion.

Para determinar la cantidad de ciclos de extraccidén con la que se trabajo, se utilizé
el equipo Dionex ASE 100 (Accelerated solvent extractor). Se maso6
aproximadamente 1 g de muestra de hoja de chia preliminar (3 de Marzo) y se mezclé
con 5 g de cuarzo. Esta muestra fue transferida a una celda de extraccién de 33 mL.
Se realiz6 una extraccion de 10 ciclos (para evaluar cuantos ciclos se utilizarian para
la optimizacion), recolectando cada uno por separado y utilizando como solvente una
mezcla 1:1 (v/v) H20:ETOH), en condiciones de 80°C, 1500 psi, y duracion de 5
minutos por ciclo, segun lo reportado por X. G. Wu, & col, (2004), y se determiné la
CA mediante el método ORAC-FL para cada uno.

De acuerdo a los resultados obtenidos para determinar el nimero de ciclos para la
mezcla de solvente 1:1 (v/v) H20:ETOH), mencionado anteriormente; se procedio a

realizar la determinacion de ciclos para las otras mezclas de extractante utilizadas
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en la optimizacion; (H20, ETOH y 1:1 (v/v) H20:ETOH), a 80°C, 1500 psi, con 5
minutos de tiempo estatico (X. G. Wu 2004)

5.3.2 Optimizacién de la extraccion con solvente acelerado

Para la optimizacion de la extraccion se utilizd el equipo Dionex ASE 100,
(Accelerated solvent extractor) representado en la figura 8. Se maso
aproximadamente 1 g de muestra de hoja de chia (muestra preliminar) y se mezclo
con 5 g de arena de cuarzo. La muestra y la arena fueron transferidas a una celda
de extraccion de 33 mL. Cada extraccion se realizo en 3 ciclos (previo analisis con
diferentes nimeros de ciclos), a presion constante de 1500 psi (X. G. Wu 2004). Se
utilizé el modelo 3% + 3 centros para obtener una superficie de respuesta que
maximice la capacidad antioxidante determinada mediante ORAC-FL. Las variables
a optimizar fueron la temperatura (45, 80 y 115°C), el tiempo de extraccidn estatica
por ciclo (3, 10 y 17 min) y la composicion de solvente (H20, ETOH, 1:1 (v/v)
H20:ETOH), resultando un total de 30 experimentos como se muestra en la tabla 1.
Una vez finalizada la extraccion cada extracto se llevo a 100 mL con el solvente

adecuado para posterior analisis.
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Tabla 1. Total de experimentos a realizar, con los valores codificados y decodificados.

N° Tiempo Tiempo Temperatura Temperatura Composicion Solvente
experimento real codificado real [C°] codificada  del solvente codificado
[min]
1 10 0 45 1 1:1 H20:ETOH 0
2 10 0 80 0 1:1 H20:ETOH 0
3 10 0 115 1 H20 1
4 3 -1 115 1 1:1 H20:ETOH 0
5 3 -1 115 1 H20 1
6 3 -1 45 -1 1:1 H0:ETOH 0
7 3 -1 80 0 H20 1
8 10 0 80 0 H20 1
9 17 1 45 -1 H20 1
10 3 -1 80 0 1:1 H2O:ETOH 0
11 10 0 45 -1 ETOH 1
12 17 1 80 0 H20 1
13 17 1 115 1 H20 1
14 17 1 45 1 ETOH 1
15 17 1 115 1 ETOH 1
16 10 0 80 0 ETOH 1
17 3 -1 80 0 ETOH 1
18 3 -1 115 1 ETOH 1
19 10 0 115 1 1:1 H.0:ETOH 0
20 17 1 45 -1 1:1 H.0:ETOH 0
21 17 1 80 0 ETOH -1
22 10 0 115 1 ETOH -1
23 3 -1 45 -1 H20 1
24 17 1 80 0 1:1 H20:ETOH 0
25 3 -1 45 -1 ETOH 1
26 17 1 115 1 1:1 H.0:ETOH 0
27 10 0 45 -1 H20 1
28 10 0 80 0 1:1 H.0:ETOH 0
29 10 0 80 0 1:1 H.0:ETOH 0
30 10 0 80 0 1:1 H.0:ETOH 0

Una vez optimizada la extraccion, se analizaron las muestras de hojas chia
provenientes de semillas blanca y negra, en sus diferentes etapas de desarrollo (23

de abril, 23 de mayo y 03 de junio), utilizando las condiciones optimizadas.
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Fig 8. Esquema del equipo ASE.

5.3.3 Extraccioén por ultrasonido.

Se realiz6 una comparacion de diversos analisis (ORAC-FL, ORAC-PGR, DPPH,
ensayo Folin-Ciocalteu, y perfil fen6lico HPLC-DAD ), entre las muestras de las tres
fechas (23 de abril, 23 de mayo y 03 de junio), sometidas a la extraccibn ASE
optimizada, y la extraccion por ultrasonido optimizada previamente por el grupo de

laboratorio.

Para la extraccion asistida por ultrasonido se masaron entre 14 y 23 mg de hoja en
un microtubo de centrifuga y se agreg6 solucion extractante Acetona / Agua / Acido
acético (AWA; 70.0/29.5/0.5 % v/v) en proporcién a 500 pL de AWA por cada 20 mg
de hoja descrito por Maturana & col (2019). Cada microtubo se sometié a un bafio
de ultrasonido a 44 KHz de frecuencia, durante 74 min y posterior maceracién por 20
h y 5 min. Luego de esto, los extractos fueron centrifugados durante 5 min a 7000

rpm y la fase liquida fue removida para los diferentes analisis.
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5.3.4 Extraccién con cruce de solventes.

Para tener un real comparacion, se realizaron comparaciones entre las muestras de
la primera y segunda fecha de muestreo (23 Abril y 23 Mayo) sometidas a la
extraccion con solvente acelerado utilizando como solvente Acetona / Agua / Acido
acético (AWA,; 70.0/29.5/0.5 % viv), y a las muestras sometidas a la extraccion

asistida por ultrasonido utilizando 55:45 (v/v) H20:ETOH como solvente.

Para la extraccion con solvente acelerado se maso aproximadamente 1 g de muestra
de hoja de chia de la primera y segunda fecha de muestreo (23 Abril y 23 Mayo) y
se mezclé con 5 g de arena de cuarzo. La muestra y la arena fueron transferidas a
una celda de extraccion de 33 mL. Cada extraccion se realizo en 3 ciclos, cada uno
de 17 min, a presion constante de 1500 psi, una temperatura de 115°C, y como
solucién extractante; acetona / Agua / Acido acético (AWA; 70.0/29.5/0.5 % v/v).
Posteriormente el extracto se llevd a un matraz de 100 ml, para los posteriores

analisis.

Por otro lado, para la extraccion asistida por ultrasonido se masaron entre 14 y 23
mg de hoja de chia de la primera y segunda fecha de muestreo (23 Abril y 23 Mayo)
en un microtubo de centrifuga, y se agregd solucién extractante 55:45 (v/v)
H20:ETOH en proporciéon a 500 uL por cada 20 mg de hoja. Cada microtubo se
sometié a un bafio de ultrasonido a 44 KHz de frecuencia, durante 74 min y posterior
maceracion por 20 h y 5 min. Luego de esto, los extractos fueron centrifugados

durante 5 min a 7000 rpm y la fase liquida fue removida para los diferentes analisis.
5.4 Determinacién de la capacidad antioxidante.
5.4.1 ORAC-FL

Para la medicion de la fluorescencia, en el método ORAC-FL se utilizé un multilector
de microplacas Perkin Elmer Instruments, midiendo a una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y de emision 528 nm, a intervalos de 60 segundos. La
microplaca utilizada fue de 96 pocillos, blanca (material poliestireno).
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La muestra se preparé tomando 25 uL de extracto, diluyéndolo a 250 pL con buffer
fosfato ajustado a pH 7.4, y se realiz6 la misma dilucion por segunda vez, luego de
esta solucion se tomaron 25 yL para agregarlos a la placa, donde a cada pocillo se
agregaron 150 yL de una solucion de Fluoresceina (6,3 mM en celda), para ser
incubada por 7 minutos a 40 °C en el multilector. Transcurrido este tiempo se le
adicion6 a cada pocillo 25 pL de una soluciéon de AAPH, resultando un volumen final
de 200 pL en placa, todas las soluciones fueron preparadas en buffer fosfato de pH

7.4. Como blanco se utilizé buffer fosfato a pH 7.4 en lugar del extracto.

Luego de obtener las curvas de decaimiento de la fluorescencia, éstas fueron
normalizadas (F/Fo) y se calculo el area bajo la curva tanto para las muestras como
para TROLOX, que se utiliz6 como estandar. Luego de obtenida la curva de
calibracion de TROLOX (1; 3,5; 6; 13,5; 16 y 18,5 uM en celda, anexo 1), las areas
bajo la curva neta de las muestras se interpolaron en ella para finalmente expresar
los resultados en pmol ET/1 g de hoja. La medicién de las muestras se realizé en

triplicado para cada extracto.

En este ensayo, las curvas de decaimiento de la fluoresceina presentan un tiempo
de latencia que corresponde al tiempo en que la sonda esta siendo protegida por los

antioxidantes presentes en los extractos.
5.4.2 ORAC-PGR

Para este método se utilizé6 un multilector de microplacas Perkin Elmer Instruments,
midiendo el decaimiento de la absorbancia a 540 nm, con intervalos de 35 s. La

microplaca utilizada sera de 96 pocillos, transparente (material poliestireno).

A cada pocillo de la microplaca se le agregaran 150 uL de una solucion de pirogalol
rojo (419,2 mM), y 25 yL del extracto directo en la celda, para ser incubada por 7
minutos a 40°C en el multilector. Luego se agregaron 25 pL de una solucion de AAPH
(18,21 mM en placa), resultando asi en un volumen final de 200 pyL en placa. El

blanco se realizo utilizando solucion buffer fosfato pH 7,4 en lugar del extracto.
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Los resultados de este analisis son curvas de decaimiento, las cuales se tratan en el
programa OriginPro 8.5 de la misma manera que para ORAC-FL, utilizando una
curva de calibracion de TROLOX (85; 150; 280; 400; 520 mg/ml en celda, anexo 2).
Asi los resultados finales se expresan como pmol ET/1g h.s. Para cada extracto se

realiza la medicién por triplicado.
5.4.3 Ensayo DPPH

Para este ensayo se utilizd un multilector de microplacas Perkin Elmer Instruments,
midiendo la absorbancia a 517 nm. La microplaca utilizada fue de 96 pocillos,
transparente, y de material poliestireno. La muestra se preparé agregando 10 uL de
extracto y 990 uL de la solucion DPPH de concentraciéon cercana a 0.09mM
(aproximadamente una unidad de absorbancia) a un eppendorf, el cual se incubdé por
15 minutos en la oscuridad, y transcurrido el tiempo, se agregaron 300 uL de la
solucién resultante a la celda de la placa, para registrar la absorbancia a 517 nm. El
porcentaje de apagamiento se calculdé con la ecuacion 1 del punto 1.5.2. Cada

extracto se analizo en triplicado.
5.5 Cuantificacion e identificacion de polifenoles.
5.5.1 Determinacion del contenido fendlico total

La muestra se preparé tomando 40 pL de extracto y diluyéndolos a 1 mL con agua
nanopura. A cada pocillo se agregaron 200 uL de reactivo de Folin Ciocalteu, 40 uL
de una solucién al 10% de Na2COs, 45 uL de agua nanopura y 15 pyL de muestra,
dando un volumen final de reaccion de 300 uL en cada pocillo. La medicién
fotométrica de la absorbancia a 765 nm se realiz6 luego de un tiempo de reaccién
de 30 minutos a 37°C. El blanco se realizé utilizando agua nanopura en lugar de la
muestra. Los resultados finales se expresaron en mg EAG/1 g ps, y se obtuvieron
interpolando la absorbancia neta en una curva de calibracion previamente realizada
con &cido galico (0,98; 3,99; 6,02; 10,01; 12,04; 14 mg L* en celda, anexo 3). Este

ensayo se realizo por triplicado para cada extracto.
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5.5.2 Determinacion del perfil fendlico mediante HPLC-FLD-DAD

Para la determinacion del perfil fendlico de las hojas de chia, se utilizé cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa acoplado a un detector
espectrofotométrico con arreglo de diodos (DAD) y un detector de fluorescencia
(FLD), en serie marca Agilent Technologies 1200 system. La columna que se utilizd
fue una C18e Chromolith® HighResolution encapada de 4,6 mm de diametro y 10
cm de largo marca Merck. La fase movil estuvo compuesta de una mezcla binaria
donde la fase movil A correspondi6 a acetonitrilo y la fase movil B a &cido acético al
2%, con un gradiente de fase mévil (anexo 4). Los cromatogramas se registraron a
260, 272, 278, 284, 318, 322, 366 y 370 nm utilizando el detector de arreglo de
diodos. En cuanto al detector de fluorescencia, la longitud de onda de excitacion fue
280 nm, registrandose cuatro cromatogramas de emision a 318, 351, 445y 346 nm.
La identificacién de los polifenoles se realizé por medio de la comparacion de los
tiempos de retencion y espectros de absorbancia de 12 estandares registrados en la
biblioteca del laboratorio, descritos en la tabla 2 (acido galico, acido protocatecuico,
catequina, acido cafeico, acido ferulico, polidatina, mirecitina, hesperetina, acido
rosmarinico, resveratrol, quercetina, camferol, y hesperedina). De los 12 polifenoles
testeados en este trabajo, solo se logré la identificacion y cuantificacion de acido
cafeico y acido rosmarinico en todas las muestras. Los picos obtenidos se integraron
e interpolaron en las curvas de calibracion previamente realizadas entre 0,1-2 mg/L
para el 4cido cafeico y entre 0,5- 50 mg/L para el &cido rosmarinico (anexo 5y 6).
Adicionalmente se determind el limite de deteccidn y de cuantificacion a través de la

ecuacion 2 y 3, respectivamente.

_ 3%DST
P

(Ecuacién 2)

LD: Limite de deteccion.
DST: Desviacion estandar.

P: Pendiente.
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10 + DST
C=——

5 (Ecuacion 3)

LC: Limite de cuantificacion.
DST: Desviacion estandar.

P: Pendiente.

Tabla 2. Detalle de los doce estandares de polifenoles utilizados para la identificacion y
cuantificacién del perfil fendlico de los extractos de hoja de chia. Se incluyen los tiempos de
retencion, las longitudes de onda de maxima absorbancia (Am) de cada compuesto ademas
de las longitudes de excitacion (Aex) y emision (Aem) en los casos correspondientes.

Tiempo de  Deteccién Deteccion por

. retencion por DAD FLD
Polifenol
tr (min)  Amax (nm) AeX  Aem
(nm)  (nm)
Acido Galico 1,9 272 - -
Acido 2,6 260,290 - i
Protocatecuico
Catequina 4,8 278 280 318
Acido Cafeico 5,2 322 - -
Acido Ferulico 10,2 322 332 445
Polidatina 11,2 306, 318 320 395
Mirecitina 18,2 254, 370 - -
Hesperetina 18,6 284 - -
Resveratrol 19,4 306, 320 323 390
Acido 19,7 325 : -
rosmarinico
Quercetina 24,6 254, 370 - -
Camferol 27,6 266, 366 - -
Hesperedina 27,6 288 - -
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5.6 Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de diferencias significativas en los resultados obtenidos
entre fechas de muestreo, fenotipos, y tipo de extraccion, se realizé un test ANOVA
univariable, confirmando una distribucién variable de los datos, un test de multiples
rangos (HSD Tukey, con 95% de confianza), y la confirmacién de igualdad de
varianza (Test Cochran’s, con 95% de confianza), utilizando el programa
STATGRAPHICS centurion XVI. El mismo programa se utiliz6 para realizar la

optimizacion de la extraccion descrita en el punto 5.3.2.
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6. Resultados y discusién

6.1 Optimizacién de la extraccion de compuestos antioxidantes con el
modelo multivariable 33 + 3 centros, por medio de ORAC-FL.

6.1.1 Determinacion de la cantidad de ciclos previo a la optimizacion.

En una primera instancia se evalu6 la mezcla de solvente 1:1 (v/v) H20: ETOH. Como
se puede observar en la Figura 9, en los tres primeros ciclos se extrae la mayor
cantidad de antioxidantes desde la matriz, encontrdndose que desde el cuarto ciclo
el aumento de la CA no representa un aumento significativo en la extraccion de
antioxidantes. Debido a que los datos no presentan una distribucién normal, no es
posible realizar un ANOVA, sin embargo, el test Tukey HSD, con un 95% de
confianza, mostrado en la tabla 3, indica que existen 5 grupos homogéneos, con una

diferencia significativa solo entre los primeros tres ciclos.

140
120
100

mgET/1gh.s
N H o)) (0]
o o o o

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Numero de ciclos

Fig 9. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL en funcién del nimero de ciclos de la
extraccién con solvente acelerado utilizando como solvente 1:1 (v/v) H20: ETOH.

42



Tabla 3. Test HSD Tukey, 95% confianza. No existen diferencias estadisticamente
significativas entre aguellos niveles que compartan una misma columna de X's.

Ndmero de

. Casos Media
ciclos

Grupos
Homogéneos

[y
o

2,275
2,571
3,862
4,246
4,504
4,683
7,665
15,618
51,432
126,695

P NWPAO OO O

X X X X X X

X X X

X
X
X

Como la optimizacién de la extraccion se realizd con tres tipos de solvente, se

determind que tres ciclos, fueran representativos para cada tipo de solvente; como

se puede observar en la tabla 4, que independiente del solvente utilizado, los tres

primeros ciclos son los que extraen la mayor cantidad de compuestos que aportan

con la CA, siendo aproximadamente un 90% del total de la CA al sumar la

contribucién de cada ciclo.

Tabla 4. Resultados de ORAC-FL de los 5 primeros ciclos de cada extraccion, utilizando

como solvente H20, ETOH, 1:1 (v/v) H20O:ETOH.

H20:ETOH

H20 11 (W) ETOH
Ciclol 65,629 110,461 25,367
Ciclo2 21,795 29,334 9,165
Ciclo3 13,616 11,46 6,73

Ciclo4 7,061 5,738 4,781
Ciclo5 4,664 3,795 3,207

En el andlisis estadistico univariable se encontrd una distribucion normal de los datos

y una igualdad de varianza, corroborando que existe una diferencia estadisticamente
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significativa hasta el tercer ciclo (p-value<0,05). De acuerdo con los resultados

obtenidos en este punto, la optimizacién se realiz6 con tres ciclos sucesivos.

6.1.2 Optimizacion de la extraccion con solvente acelerado (ASE).

Una vez definido el nimero de ciclos que se utilizaran, se realiz6 la optimizacion de
la extraccion con solvente acelerado. Para llevar a cabo la optimizacion, se utilizo el
modelo 32 + 3 centros para obtener una superficie de respuesta que maximice la CA
determinada por el ensayo ORAC-FL. Las variables a optimizar fueron la temperatura
(45, 80 y 115°C), el tiempo de extraccion estatica por ciclo (3, 10 y 17 min) y la
composicion de solvente (H20, ETOH, 1:1 (v/v) H20:ETOH).

De acuerdo con el modelo multifactorial 3% + 3 centros, se obtuvieron un total de 30
experimentos como se muestra en la tabla 5, donde los factores fueron 3: tiempo de
extraccion estéatica por ciclo (A), temperatura (B) y la composicién del solvente (C),
con 6 posibles combinaciones AA, BB, CC, AC, AB, BC. Los factores se codificaron

entre tres valores (-1, 0 y 1) para darles el mismo peso estadistico.

44



Tabla 5. Resultados de los 30 experimentos del modelo multifactorial con los factores
decodificados, expresados por ORAC-FL [mg ET/ 1g h.s].

N® Tiempo Temperat ORAC-FL [mg
experiment [min] ura [C°] Solvente Eq

0 TROLOX/gh.s]
1 10 45 11 HO:ETOH 512648+15177
2 10 80 11 HOETOH  506159+37230
3 10 115 H20 437162146667
*4 3 115 11 H.O:ETOH  535889+84709
5 3 115 H20 281842+ 34882
6 3 45 11 H.OETOH 295963+ 34926
7 3 80 H20 25840227297
8 10 80 H20 135159+ 3373
9 17 45 H20 193004+ 25548
10 3 80 11 H.O:ETOH 459815+ 42676
11 10 45 ETOH 45078+ 4522

12 17 80 H20 300308+ 17238
*13 17 115 H20 372283+ 34159
14 17 45 ETOH 196081+ 17871
*15 17 115 ETOH 439926+ 32329
16 10 80 ETOH 86023+4197

17 3 80 ETOH 36019+4310

18 3 115 ETOH 110177+ 22101
19 10 115 11 H.O:ETOH  533700+30791
*20 17 45 11 H.O:ETOH 358316+ 17958
21 17 80 ETOH 193890+ 21138
22 10 115 ETOH 218053+ 25358
23 3 45 H20 82549+35665
24 17 80 11 H.O:ETOH 474900+ 33767
25 3 45 ETOH 277354+ 47539
*26 17 115 11 H:O:ETOH 600777+ 25962
27 10 45 H20 152802426624
28 10 80 11 H.O:ETOH  397291+29203
29 10 80 11 H:OETOH  443376+14042
30 10 80 11 H:0:ETOH  525415+25201

*. Experimentos que se compararon en la discusién.

Los resultados informados en la tabla 4 son el promedio de 3 extracciones en las
mismas condiciones con un triplicado en la medicién instrumental por cada una.
Luego de realizar todos los experimentos de la optimizacion por ASE, se realizd un

analisis univariable, en donde se puede observar que la mejor respuesta se encontro
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en el experimento N° 26, el cual fue realizado con un tiempo de extraccion estética
maximo (17 min), la temperatura maxima (115°C) y una composicion de solvente
1:1 (v/iv) H2O:ETOH, obteniendo un valor de 600.777mg ET/g h.s. Contrariamente en
el experimento N°20, se puede observar que al bajar la temperatura a 45°C, se
obtiene aproximadamente la mitad de la capacidad antioxidante, donde los
paradmetros solvente y tiempo son igual que el experimento 26. Por otro lado, en el
experimento N°4, se disminuyo el tiempo de extraccion estética con respecto al
experimento N°26, y la capacidad antioxidante solo disminuy6 un 10%, por lo tanto,
se puede inferir que la temperatura es un factor mas significativo que el tiempo de
extraccion en la capacidad antioxidante de la hoja de la chia. En cuanto a la
composicidon del solvente, se observa que al comparar el experimento 26, con el 13
y 15, la mayor CA se obtiene en la combinacion de los solventes, por lo tanto, se
puede inferir que los compuestos con capacidad antioxidante se extraen mejor en un
solvente con polaridad intermedia, considerando las polaridades de los solventes

etanol y agua por si solos.

Por otro lado, en la tabla 6 se muestran los resultados multivariables obtenidos

para evaluar la calidad del modelo, donde se observaron los siguientes parametros:

Tabla 6. Resultados multivariables para evaluar la calidad del modelo.

R- R-cuadrada  Error
cuadrada ajustada  estandar

83,8704 76,6121 81360,5

El modelo muestra que los coeficientes de determinacién ajustados entregan un valor
gue se aproxima a un 80%, este se considera significativo, pero no se puede
confirmar si es adecuado o no el modelo, por lo tanto, se realizaron dos test para
confirmar la calidad de este, primero se realiz6 el test F, comparando la suma de
cuadrado medio del modelo versus la suma de cuadrados medios del residuo,
obteniendo un F de 11,5550 con un p-value de 0.0004, es decir que la regresion es
significativa. Por otro lado, se realiz0 un segundo test, evaluando la carencia de

ajuste versus el error puro, el cual se observa en el ANOVA realizado, teniendo un
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p-value de 0,3002, es decir que la carencia de ajuste es despreciable, porque no hay
diferencia estadisticamente significativa con respecto al error puro, por lo que, con

estos dos test se puede concluir que el modelo es adecuado para la optimizacion.
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Fig 10. Diagrama de Pareto estandarizado para ORAC-FL.

El diagrama de Pareto presentado en la figura 10, muestra que las variables CC
(cuadrado del solvente), B (temperatura) y A (tiempo), son factores estadisticamente
significativos, teniendo un efecto negativo para el cuadrado del solvente y positivo
para la temperatura y el tiempo. Los factores como la composicion del solvente y las
interacciones entre factores, no alcanzan a tener un valor estadisticamente

significativo para la respuesta del ensayo ORAC-FL.
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Fig 11. Gréfico de efectos principales para la optimizacion de la extraccion.
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En la figura 11 se presenta el grafico de los efectos principales obtenidos en la
optimizacién realizada, y en él se observa que a medida que aumenta la temperatura,
la respuesta del ensayo ORAC-FL es mayor, este hecho esta principalmente
asociado a que al aumentar la temperatura, aumenta la velocidad de difusion de los
analitos desde la matriz hacia el solvente, mientras que la energia térmica generada
puede romper las interacciones de cohesion (soluto-soluto) y adhesiéon (soluto-
matriz), facilitando la difusion de los compuestos con capacidad antioxidante desde
la matriz vegetal hacia el solvente. También disminuye la viscosidad del solvente,
por lo que la penetracion del solvente en la matriz vegetal es mayor, produciendo

una mejor extraccion de los compuestos.

Por otro lado, se observa que al aumentar el tiempo, la respuesta ORAC-FL
aumenta, aunque esta tendencia no es tan significativa como la temperatura. A pesar
de esto, el tiempo es un factor considerable a la hora de elegir esta técnica de
extraccién, ya que comparada a las técnicas convencionales, la extraccion ASE

presenta tiempos considerablemente menores.

Finalmente, para el factor del solvente se observa un comportamiento parabdlico,
obteniendo un maximo en la respuesta del ensayo ORAC-FL. Dentro del proceso de
extraccion, la polaridad del solvente o mezcla esta fuertemente relacionada con la
de los compuestos de interés y la naturaleza de la matriz. En este caso, el valor
maximo se observa a una composicion de solvente con polaridad intermedia,
concluyendo que la extraccion tiene un mejor rendimiento cuando hay un procentaje
un poco mayor de H20 en relacion al etanol.

Los valores Optimos para los factores estudiados se presentan en la tabla 7 indicando
un tiempo de extraccion estatico de 17 min, una temperatura de 115°C y una
composiciéon de solvente de 55%H20 y 45%ETOH.
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Tabla 7. Valores 6ptimos de los factores codificados.

Factor Bajo Alto Optimo
Tiempo -1,0 1,0 1,0
Temperatura -1,0 1,0 1,0
Solvente -1,0 1,0 0,102979

En los graficos de superficie de repuesta de las figuras 12, 13 y 14, se puede

observar que los sectores mas anaranjados representan los valores mas altos de la

respuesta optimizada (CA), sabiendo que el valor 6ptimo fue 652272 umol ET/g p.s.,

obtenido a una temperatura de 115°C, 17 min de tiempo estético de extraccion y una
composiciéon de solvente de 55%:45% H20:ETOH.
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Fig 13. Superficie de respuesta estimada, con el factor tiempo constante.
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Fig 14. Superficie de respuesta estimada, con el factor composicion de solvente constante.

La figura 12, muestra la superficie de respuesta obtenida al graficar el tiempo de
extraccién y la composicién del solvente, manteniendo constante el valor de la
temperatura (valor 6ptimo), en ella se observa que el lugar mas anaranjado
corresponde a un tiempo de 17 min y una composicion de solvente de 0.1029, el que
corresponde a 55%:45% H20:ETOH. Por otro lado, en la figura 13, se observa el
gréafico de superficie de respuesta obtenida al graficar la temperatura y composicion
de solvente, manteniendo constante el valor del tiempo de extraccién (valor 6ptimo),
encontrando que la zona mas anaranjada es para una temperatura de 115 °C y un
valor de composicion de solvente de 55%:45% H20:ETOH. Y finalmente la figura 14

muestra el grafico de superficie de respuesta entre el tiempo de extraccion y la
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temperatura, con un valor de composicion de solvente constante (valor 6ptimo),

observando que la zona mas anaranjada corresponde a los 17 min y los 115°C.

A pesar que en la respuesta obtenida cuando se aumenta el factor temperatura se
evidencia una clara pendiente de aumento, se trabajé con un maximo de 115°C para
la optimizacién debido a que en estudios anteriores realizados por X. G. Wu, et al,
(2004), los autores reportan que la temperatura Optima para evaluar la CA de
extractos vegetales y alimenticios fue de 80°C al trabajar en una extraccion ASE con
solventes hidrofilicos, obteniendo buenos rendimientos y sin degradar los
compuestos con CA. De esta forma, en este trabajo se buscé comprobar este
analisis, obteniendo que aun con 115°C se obtiene un buen rendimiento de
extraccion y la degradacién por temperatura no presenta un efecto desfavorable en
la CA de los extractos.

Por otro lado, el intervalo de tiempo de extraccidon con el que se trabajé es razonable
para considerar una extraccion rapida, comparada con extracciones convencionales.
Como se puede observar en la figura 11, la pendiente es menor que aquella obtenida
para la variable temperatura, por lo que se puede inferir que tiempos mayores de
extraccién no aumentaran significativamente el rendimiento de la extracccion de los

antioxidantes.

Con el fin de aminorar la produccion de sustancias que sean perjudiciales para el
medioambiente y la salud de las personas, y mantener un procedimiento de
extraccion seguro y eficiente, es que se trabaj6é con los solventes H20 y ETOH, ya
que son solventes considerados verdes y con grado alimenticio. Ademas, su
consumo Yy uso en alimentos estan regulados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA).

De acuerdo a los resultados obtenidos para la optimizacion, se puede mencionar que
el modelo utilizado cumplié con la calidad que se esperaba, siendo los factores

cuadrado del solvente, temperatura y tiempo estadisticamente significativos para la
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optimizacién, como se mostrd en la figura 10, encontrando los siguiente valores
optimo: temperatura 115°C, un tiempo estatico de extraccion de 17 min y una
composicion del solvente de 55%:45% H20:ETOH.

Con los resultados obtenidos de la optimizacion por ASE, se procedio al andlisis de
hojas de chia, de dos fenotipos de semillas (blanca y negra) cosechadas el afio 2020,
en diferentes etapas del desarrollo de la planta teniendo como fecha 23-Abril, 23-
Mayo y 03-Junio. Los ensayos realizados fueron de CA (ORAC-FL, ORAC-PGR y
DPPH), CTP (ensayo Folin.Ciocalteu) y una caracterizacion del perfil fendlico por
HPLC-DAD. Ademas, se realizé una comparacion de los valores obtenidos para las
diferentes muestras, para la extraccion ASE optimizada en este trabajo de tesis, y la
extraccion asistida con ultrasonido optimizada por el grupo de laboratorio en una

investigacion anterior.

6.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante ORAC-FL,
ORAC-PGR y DPPH de dos fenotipos de Salvia hispanica L, en tres etapas de

crecimiento de la planta.

6.2.1 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo
ORAC-FL.

En la figura 15 y tabla 8 se observan los resultados obtenidos para el ensayo ORAC-

FL para tres muestreos y dos tipos de hojas de fenotipos de semilla blanca y negra.
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Fig 15. CA determinada por ORAC-FL para las 6 muestras analizadas.

a;b;ab: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa
entre los valores de ORAC-FL de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 8. Valores del ensayo ORAC-FL de las 6 muestras analizadas.

ORAC-FL [mg Eq TROLOX / g h.s]
Fecha Blanca Negra
23-abr 982+226 869+78
23-may  1187+46 117547
03-jun 1111449  1095+19

Los resultados del ensayo ORAC-FL presentados en la tabla 7 muestran valores que
fluctuaron entre 869 y 1187 mg ET/g hoja seca. Para el fenotipo de chia negro y
blanco su mayor valor de CA fue en la segunda fecha de muestreo.

En el andlisis estadistico se observaron datos con distribucion normal, existiendo una
diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05) solo entre el fenotipo negro

del primer muestreo con los dos fenotipos del segundo muestreo.

Por otro lado, se realiz6 una comparacion con valores ORAC referenciales para
frutos y hortalizas publicados en la base de datos del Instituto de nutricion y
tecnologia de los alimentos (INTA), obteniendo valores mayores para la hoja de chia

en comparacion a alimentos reconocidos por su capacidad antioxidante como la hoja
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de albahaca fresca (483,3875 mg ET/g hoja seca), hojas de cilantro fresco (157,4675
mg ET/g hoja seca), de frutas como el maqui (92,935 mg ET/g hoja seca) y la
frambuesa (37,31 mg ET/g hoja seca).

El ensayo ORAC-FL entrega una medida estequiométrica de los compuestos con
capacidad antioxidantes presente en la muestra, por lo que, si se quisiera producir
hojas de chia para la revalorizacidon de este desecho industrial, se deberia pensar en
realizar la cosecha de éstas desde la mitad del desarrollo de la planta hasta el final,
ya que en estas fechas no existe una diferencia estadisticamente significativa
Adicionalmente, es necesario mencionar que no existe una metodologia que
entregue informacion sobre la CA absoluta de un compuesto o extracto vegetal,
siendo necesario complementar la informacion estequiométrica que entrega ORAC-
FL utilizando otras técnicas que brinden otro tipo de informacién. Es por ello, que se
realizo el analisis del ensayo ORAC-PGR para determinar la reactividad de los
antioxidantes presentes en los extractos (Lopez-Alarcon, 2006; Lopez-Alarcon,
2011).
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6.2.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo
ORAC-PGR

En la figura 16 se observan los resultados de CA obtenidos mediante el ensayo

ORAC-PGR para tres muestreos y los dos fenotipos de hoja de chia, blanca y negra.
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Fig 16. Grafico de resultados ORAC-PGR de las 6 muestras analizadas.
a;b: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa entre

los valores de ORAC-PGR de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 9. Valores del ensayo ORAC-PGR de las 6 muestras analizadas.

ORAC-PGR [mg Eq TROLOX / g
h.s]
Fecha Blanca Negra
23-abr 73+15 78+10
23-may 154+9 167+5
03-jun 174427 164+13

A diferencia del ORAC-FL, el ORAC-PGR entrega informacién sobre la reactividad
de los compuestos antioxidantes (Lopez-Alarcon & Lissi, A novel and simple ORAC
methodology based on the interaction of Pirogallol Red with peroxyl radicals, 2006).
Los valores del ensayo fluctuaron entre 73t15 y 174+27 mg ET/g h.s. El fenotipo
negro obtuvo su mayor respuesta en la segunda fecha de muestreo, y por otro lado

el fenotipo blanco la obtuvo en el tercer muestreo.
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En el andlisis estadistico se observa una distribucion normal de los datos, formando
dos grupos homogéneos segun el test de multiples rangos, es decir que existe una
diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05) entre el primer muestreo y

los dos siguientes.

Entre los fenotipos no hubo diferencia estadisticamente significadtiva (p-value>0,05)
en ninguna fecha, por lo tanto, se puede decir que desde la segunda fecha de
muestreo para ambos fenotipos existe una mayor CA, considerando que la variacion

de la CA entre la segunda y tercera fecha de muestreo no son significativas.

6.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo
DPPH

Los resultados obtenidos en el ensayo DPPH para todos los extractos de de hojas
de chia se observan en la figura 17.
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Fig 17. Grafico de resultados del ensayo DPPH de las 6 muestras analizadas.
a;b;c: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa entre

los valores de DPPH de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente significativa,
en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 10. Valores del ensayo DPPH de las 6 muestras analizadas.

DPPH [% apagamiento]

Fecha Blanca Negra
23-abr 27+2 30+1
23-may 56+4 55+8
03-jun 42+4 43+2

A partir de los resultados del ensayo informados en la tabla 10, se puede decir que
el muestreo realizado en la segunda fecha presenta una mayor CA para ambos
fenotipos. Los valores del ensayo se encuentran entre un 27% y 56% de
apagamiento del radical DPPH. En el analisis estadistico univariado se observa una
igualdad de varianza y una distribucion normal de los datos, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa (p-value<0,05) entre los tres muestreos, confirmado
por el test de multiples rangos, donde se observan 3 grupos homogéneos. No se
observa una diferencia estadisticamente significativa entre los dos fenotipos (p-
value>0,05) en ninguna de las fechas. Por lo tanto, se puede decir que el muestreo
del 23 de mayo muestra la mayor CA, siendo este momento el mejor para realizar la

cosecha de las hojas.

En este ensayo se podria mencionar que se obtiene mas informacion de los
compuestos menos polares reaccionando con el DPPH, debido a que en esta
metodologia se utiliza metanol como solvente, por lo tanto estos compuestos
tendrian mayor solubilidad en este medio, en comparacion con el ensayo ORAC,
donde la reaccion ocurre en medio acuoso. Por lo tanto son técnicas

complementarias y no comparativas.

Considerando que las técnicas utilizadas para los tres ensayos de capacidad
antioxidante son complementarias, se puede concluir que desde la segunda fecha
en adelante se podrian cosechar las hojas si se busca obtener extractos con mayor
CA. Ahora bien, si se deseara cultivar Salvia hispanica L. con un doble proposito de
obtencion de semilla y hojas con alta CA, es recomendable realizar la cosecha
cuando la semilla ya se encuentre formada, lo cual ocurre despues de la mitad de su

desarrollo.
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6.3 Determinacion del contenido fendlico total mediante el ensayo de
Folin-Ciocalteau de dos fenotipos de Salvia hispanica L. en tres etapas de

crecimiento de la planta.

Complementando los resultados de CA, en la figura 18 se observan los resultados

obtenidos para el ensayo Folin C. para tres muestreos y dos fenotipos en estudio.
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Fig 18. Grafico de resultados del ensayo Folin.Ciocalteu de las 6 muestras analizadas.
a;b;c: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa entre

los valores de Folin-Ciocalteu de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 11.Valores del ensayo Folin-Ciocalteu de las 6 muestras analizadas.

Folin-Ciocalteu [mg Eq &c. Galico /

g h.s]

Fecha Blanca Negra
23-abr 7516 767
23-may 146+15 12514
03-jun 108+4 10643

Los resultados del ensayo Folin-Ciocalteu presentados en la tabla 11, arrojan que en
el segundo muestreo se encuentra la mayor cantidad de compuestos fendlicos para
ambos fenotipos de chia. Los valores de los resultados obtenidos se encuentran
entre 75-146 mg Eq &ac. Galico/ g hoja seca. En el andlisis estadistico se ve una

distribucion normal de los datos, y una igualdad de varianza. El test de mulitples
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rangos muestra 3 grupos homogéneos, existiendo diferencia estadisticamente
significativa (p-value<0,05) entre el primer muestreo y las dos fechas siguientes, al
igual que entre los fenotipos del segundo muestreo, siendo el fenotipo blanco el que

presenta mayor cantidad de polifenoles totales.

Basados en todo lo anterior, se puede decir que desde la segunda fecha hay una
mayor cantidad de compuestos fendlicos en las hojas de la planta, manteniéndose
asi hasta el final del desarrollo de la planta para el fenotipo negro y existiendo una

leve disminucion para el fenotipo blanco.

En la tabla 12 se observa las correlaciones de los ensayos de CA y Folin-Ciocalteu.
La correlacion mas fuerte se encontrd entre los ensayos Folin-Ciocalteu y DPPH (r?
de 0.947), esto puede deberse a que ambas técnicas comparten el mecanismo que
predomina en su reaccién con los RL. Las correlaciones de ORAC-FL con los
ensayos ORAC-PGR, DPPH y Folin Ciocalteu, fueron menores a las de Folin/DPPH,
pero aun asi se consideran medianamente fuertes encontrandose en un rango de
0,756 y 0,837. Las correlaciones de ORAC-PGR con el ensayo DPPH y Folin-
Ciocalteu, fueron las correlaciones mas débiles, esto puede deberse a que estos
ensayos miden parametros diferentes, por un lado el ORAC-PGR mide la reactividad
de los polifenoles del extracto, y por otro lado el ensayo DPPH mide el consumo del
radical. Ademas, el ensayo Folin-Ciocalteu tiene variados compuestos reductores
que podrian sobrestimar la medicion de la respuesta de este ensayo, como por

ejemplo, azucares.

Tabla 12. Correlacién entre los ensayos ORAC-FL, ORAC-PGR, DPPH y Folin-Ciocalteu.

Correlacion r
ORAC-PGR/Folin 0,622
ORAC-PGR/DPPH 0,679
ORAC-FL/ORAC-PGR 0,756
ORAC-FL/DPPH 0,827
ORAC-FL/Folin 0,837
Folin/DPPH 0,947

59



Abs mUA

6.4 Caracterizacion del perfil fendlico por HPLC-DAD de extractos de
Salvia hispanica L. de dos fenotipos de semillas, en tres etapas de

crecimiento de la planta.

En el cromatograma de la figura 19 se puede observar la superposicion de los
cromatogramas registrados a 278 de los extractos de hoja de chia, de ambos
fenotipos de semilla, obtenidas en el tercer muestreo. Se puede concluir que
presentan un perfil muy similar, encontrando diferencias solo en las alturas de los

picos.
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Fig 19. Cromatograma del tercer muestreo de ambos fenotipos registrados a 278 nm.
La identificacion de los polifenoles se realiz6 por medio de la comparaciéon de los
tiempos de retencion y espectros de absorbancia de 12 estandares registrados en la

biblioteca del laboratorio, descritos en la tabla 2. De los 12 polifenoles testeados en

este trabajo, solo se logro la identificacion y cuantificacion de acido cafeico y acido
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rosmarinico. Se determinaron los limites de deteccién y cuantificacion para ambos
compuestos. El acido cafeico presentd un limite de deteccion de 0,098 mg/L y un
limite de cuantificacion de 0,326 mg/L. Por otro lado, el acido rosmarinico mostré un

limite de deteccion de 0,050 mg/L y un limite de cuantificacion de 0,166 mg/L.
6.4.1 Cuantificacién de acido cafeico

En la figura 20 se muestra el pico cromatografico de acido cafeico, identificado en
las muestras del tercer muestreo de ambos fenotipos. Este acido se logro identificar
en los 6 extractos analizados con un tiempo de retencion de 5,2 min y un A max de
322 nm. Una vez identificado, el pico correspondiente se integro y se interpolé en
una curva de calibracion previamente realizada con un patrén de acido cafeico

(anexo 5).

Se realiz6 un analisis estadistico de los resultados expuestos en la figura 21 y tabla
13, donde se observa una distribucién normal de los datos, y la existencia de una
diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05) entre el fenotipo blanco del
segundo muestreo y todas las demas muestras, siendo este el mayor valor
encontrado para el 4cido cafeico. Por lo tanto, se puede decir que en el segundo
muestreo se encuentra una mayor concentracion de acido cafeico, aportando con la
CA.
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Fig 21. Grafico de resultados de la cuantificacion de ac. Cafeico por HPLC-DAD.
a;b;c;d;ad: Las letras sobre las barras representan la existencia o no de diferencia estadisticamente significativa

entre los valores de &cido cafeico de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 13. Valores de la cuantificacion de ac. Cafeico por HPLC-DAD.

Ac. Cafeico [mg &c. Cafeico / g h.s]

Fecha Blanca Negra

23-abr 0,41+0,02 0,361+0,007
23-may 0,50+0,01 0,46+0,02
03-jun__ 0,46+0,02 0,44+0,01

Un trabajo publicado por el grupo de laboratorio (Zufiga, 2021) indica que en

muestras de hoja de chia maceradas con 4 solventes diferentes (hexano, acetato de

etilo, acetona y etanol) hasta agotar la matriz, alcanzaron una concentracion maxima

de 0.004 mg ac. cafeico/g h.s, siendo una mejor extraccion la optimizada en este

trabajo, ya que se encontraron concentraciones de hasta 0,5 mg ac. cafeico/ g h.s.

6.4.2 Cuantificacién de acido rosmarinico

Se logro identificar acido rosmarinico en las 6 muestras analizadas. En la figura 22

se muestra el pico cromatogréfico del &cido rosmarinico con un tiempo de retencion

de 19,7 min y un Amax 322 nm. Una vez identificado, el pico correspondiente se

integroé y se interpoldé en una curva de calibracion previamente realizada con un

patron de acido rosmarinico (anexo 6).
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Fig 22. Pico cromatogréfico de acido rosmarinico registrado a 322 nm.

63



Los resultados informados en la figura 23 y tabla 14 muestran una mayor
concentracion de acido rosmarinico en la segunda fecha de muestreo, con una gran
diferencia entre la primera fecha con las dos fechas de muestreo siguientes,

existiendo una diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05).
Por lo tanto se puede decir que el &cido rosmarinico tiene una mayor concentracion

desde la mitad del desarrollo de la planta, siendo en parte, responsable de la CA de

cada muestra.
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Fig 23. Gréfico de resultados de la cuantificacién de ac. rosmarinico por HPLC-DAD.
a;b;c;d;cd: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa

entre los valores de &acido rosmarinico de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia
estadisticamente significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 14. Valores de la cuantificacion de ac. Rosmarinico por HPLC-DAD.

Ac. Rosmarinico [mg Eq ac. Rosmarinico / g

h.s]
Fecha Blanca Negra
23-abr 0,60+0,02 0,433+0,006
23-may 6,7+0,2 4,9+0,3
03-jun 5,2+0,3 4,52+0,07

Esta identificacion se puede comparar con la realizada por el grupo de laboratorio
(Zuiiga, 2021), donde se obtuvo una concentracion maxima de 3,7 mg Ac.
rosmarinico/g h.s, mediante una extraccion por maceracion, donde se utilizaron

solventes de diferentes polaridades (hexano, acetato de etilo, acetona y etanol),
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siendo el mas eficiente el etanol. Por lo tanto, se puede decir que la extraccién de
acido rosmarinico en condiciones optimizadas por ASE, es mas eficiente, logrando

cuantificar hasta 6,7 mg ac rosmarinico/g h.s.

Una vez analizados los ensayos ORAC-FL, ORAC-PGR, DPPH, ensayo Folin-
Ciocalteu y la caracterizacion del perfil fendlico, se puede concluir que en la mayoria
de los ensayos la segunda fecha de muestreo fue la que presentd una mayor CA,
una mayor cantidad de polifenoles totales, y una mejor extraccién de compuestos
como el 4cido cafeico y el acido rosmarinico, existiendo pequefias variaciones con
la Ultima fecha, sin ser estadisticamente significativas (p-value>0,05). Por lo tanto,
el mejor momento del desarrollo de la planta para cosechar los hojas, es entre el
segundo y tercer muestreo, esperando que la semilla se forme, y el deshoje de la
planta se realice de manera natural, terminando con su funcién en la planta, y

convirtiéndose en un desecho, para asi lograr revalorizar esta matriz vegetal.

6.5 Comparacion de la extraccion asistida con ultrasonido previamente

optimizada, con la extraccion con solvente acelerado optimizada.

Todos los resultados obtenidos con la extraccion ASE optimizada en este proyecto
de tesis y la extraccion asistida por ultrasonido optimizada previamente por el grupo
de laboratorio en una investigacion anterior se compararon. Para la extraccion por
ultrasonido se utiliz6 el mismo muestreo del 2020, en las fechas 23/abril, 23/mayo y

03/junio, las cuales se secaron y trituraron para los posteriores analisis.

Los andlisis que se realizaron para la comparacion de ambas técnicas de extraccion
fueron: ORAC-FL, ORAC-PGR, DPPH, ensayo Folin-Ciocalteu, y la caracterizacion
del perfil fendlico por HPLC-DAD.

6.5.1 Ensayo ORAC- FL

En la figura 24 se presenta la comparacion de los resultados obtenidos para la
extraccion ASE y para la extraccion por ultrasonido.
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Fig 24. Gréfico de resultados ORAC-FL de las 6 muestras analizadas, comparando la
extraccion ASE v/s ultrasonido.

a;b;c;d;e: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa
entre los valores de ORAC-FL de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 15. Valores del ensayo ORAC-FL de las 6 muestras analizadas, comparando la
extraccion ASE v/s ultrasonido.

ORAC-FL [mg Eq TROLOX /g
h.s]

Muestra ASE Ultrasonido
B2304 982+227 302+8
N2304 869+78 399+5
B2305 1187+46 582+30
N2305 1175447 566+31
B0306 1111450 498+46
NO306 1095+19 532+26

Los resultados obtenidos de la comparacién de las técnicas de extraccion se
muestran en la tabla 15. Se realiz6 un analisis estadistico, donde se observa que los
valores obtenidos por la técnica ASE fueron mayores en las 6 muestras analizadas,
existiendo una diferencia estadisticamente significativa en todas las muestras (p-
value<0,05).
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De igual manera se realiz6 un analisis estadistico entre la respuesta ORAC-FL
obtenidas por el método de extraccion por ultrasonido, donde los datos cumplen con
la distribucion normal, y la igualdad de varianza, por lo tanto se puede decir que
existe diferencia estadisticamente significativa entre las fechas de muestreo (p-
value<0,05), confirmado por el test Tukey, informando 5 grupos homogéneos,
existiendo dicha diferencia entre todas las muestras, exceptuando el fenotipo negro

entre el primer y el segundo muestreo.

Por lo tanto, se puede confirmar que la extraccion ASE propuesta logré extraer el
doble de compuestos con CA en todas las muestras en comparacion con la
extraccion asistida por ultrasonido, exceptuando la muestra del fenotipo blanco del
primer muestreo, donde la extraccibn ASE logré extraer tres veces mas que el
ultrasonido. Por otro lado, se observa que independiente de la técnica de extraccion,
la segunda fecha de muestreo es donde se encuentra la mayor cantidad de
compuestos con capacidad antioxidante en la hoja de chia y que la diferencia entre
las técnicas puede estar asociada a las condiciones de temperatura y presion que
esta expuesta la muestra en la extraccibn ASE, aumentando asi la eficiencia de

extraccion.

Por otro lado, se puede mencionar que los compuestos con CA presentan una mayor
afinidad con solventes mas polares, como lo son el H20 y ETOH en comparacion al
solvente acetona / Agua / Acido acético (AWA; 70.0/29.5/0.5 % vi/v).

6.5.2 Ensayo ORAC-PGR.

En la figura 25 se puede observar la comparacién de las respuestas del ensayo

ORAC-PGR, obtenidas para la extraccion ASE y para la extraccioén por ultrasonido.
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Fig 25. Gréfico de resultados ORAC-PGR de las 6 muestras analizadas, comparando la
extraccion ASE v/s ultrasonido.

a;b: Las letras sobre las barras representan la existencia o no de diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de ORAC-PGR de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 16. Valores del ensayo ORAC-PGR de las 6 muestras analizadas, comparando la
extraccion ASE v/s ultrasonido.

ORAC-PGR [mg Eq TROLOX / g

h.s]

Muestra  ASE Ultrasonido
B2304 7315 442
N2304  78+10 22+2
B2305 154+9 75+1

N2305 1675 79,9+0,9
B0306 174+27 763
NO306 164+13 63+2

Los datos obtenidos en el ensayo ORAC-PGR se presentan en la tabla 16. Se realizé
un analisis estadistico de los resultados de CA, donde la mayor eficiencia de
extraccién fue para la técnica ASE, obteniendo una mayor respuesta en las 6
muestras analizadas, siendo estadisticamente significativas las diferencias entre
ellas (p-value<0,05). La muestra del fenotipo blanco del primer muestreo, fue la que
obtuvo la mayor diferencia, siendo 18 veces mas alta la respuesta por la extraccion
ASE.
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Por otro lado, se realizé un analisis estadistico entre la respuesta ORAC-PGR y el
método de extraccion con ultrasonido, donde se encontré que existe diferencia
estadisticamente significativa entre las fechas de muestreo (p-value<0,05),
corroborandose por el test Tukey que muestra dos grupos homogéneos, indicando
una diferencia estadisticamente significativa entre la primera fecha y las dos

posteriores.

En resumen, al comparar la extraccion asistida por ultrasonido y la extraccion con
solvente acelerado optimizada, se observa que ambas técnicas muestran que la
segunda fecha de muestreo es donde se obtiene la mayor capacidad antioxidante
(CA). Sin embargo, se destaca que la técnica de extraccidon con solvente acelerado
(ASE) es mas eficiente que la extraccién por ultrasonido, ya que logra obtener
valores aproximadamente del doble.

Ademas, es importante considerar que en la extraccion asistida por ultrasonido se
puede presentar la degradacién de los compuestos con capacidad antioxidante
debido al efecto de cavitacion. La formacion y colapso de burbujas de vapor durante
esta técnica pueden generar altas temperaturas y presiones locales que podrian
afectar la estabilidad de los compuestos antioxidantes. En contraste, la extraccion
con solvente acelerado optimizada proporciona un método mas controlado,

minimizando los riesgos asociados con la degradacion de los compuestos.

6.5.3 Ensayo DPPH.

En la figura 26 se observa la comparacion de las técnicas de extraccion ASE y

extraccion por ultrasonido, de las 6 muestras de ambos fenotipos.
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Fig 26. Grafico de resultados del ensayo DPPH de las 6 muestras analizadas, comparando
la extraccion ASE v/s ultrasonido.

a;b: Las letras sobre las barras representan la existencia o no de diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de DPPH de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente significativa,
en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 17. Valores del ensayo DPPH de las 6 muestras analizadas, comparando la extraccion
ASE v/s ultrasonido.

DPPH [% apagamiento]
Muestra ASE Ultrasonido

B2304 27+1 20+2
N2304 301 11+1
B2305 56+4 26+1
N2305 55+8 17+1
B0306 42+4 27«1
NO306 43+2 261

Los valores informados en la tabla 17 corresponden al ensayo DPPH, a los cuales
se les realizé un analisis estadistico, obteniendo que la extraccion de compuestos
antioxidantes fue mas eficiente para las 6 muestras sometidas a la extraccién ASE ,
existiendo una diferencia estadisticamente significativa en comparacion a la

extraccién asistida por ultrasonido (p-value<0,05).

Por otro lado, a los resultados de CA obtenidos para la extraccion asistida con
ultrasonido, se les realizo un andlisis estadistico, observando un comportamiento
normal de los datos, obteniendo que el mayor % de apagamiento se obtuvo en el
tercer muestreo, pero sin existir una diferencia estadisticamente significativa con la

segunda fecha de muestreo (p-value>0,05).
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La diferencia de eficiencia entre los tipos de extraccion se debe a condiciones
especificas de trabajo, como la temperatura y la presion en la extraccion ASE. Una
de las ventajas de la extraccion ASE es que el solvente se mantiene en estado liquido
sobre temperatura ambiente durante el proceso, lo que mejora su fluidez y capacidad
de penetracion en la matriz vegetal (Luthria, 2004). Esto permite una extraccion mas
efectiva de los compuestos antioxidantes presentes en la muestra de hoja. Ademas,
la eleccion de un solvente mas polar, como la mezcla H20:ETOH, en comparacion
con el solvente acetona/agua/acido acético (AWA), también influye en la eficiencia
de extracciéon, evidenciando en los resultados que con un solvente mas polar la

extraccion fue mas eficiente.

Por todo lo anterior, se puede afirmar que la técnica de extraccion ASE desarrollada
en este trabajo es mas eficiente que la extraccidn asistida por ultrasonido
desarrollada en trabajos anteriores del grupo de investigacion, obteniendo una mayor
respuesta en todas las técnicas de CA presentadas en esta tesis para todas las
muestras analizadas. Ademas, se observa que la mayor cantidad de compuestos
antioxidantes presentes en la hoja de la chia se obtuvieron en la segunda fecha de
muestreo para ambas extracciones, corroborando que esta fecha es el momento

donde las hojas contienen una mayor CA.

6.5.4 Ensayo Folin-Ciocalteu.

En la figura 27 se observa la comparacion de los valores obtenidos por el ensayo
Folin-Ciocalteu para las 6 muestras analizadas, sometidas a la extraccion ASE y a la

extraccion por ultrasonido.
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Fig 27. Gréfico de resultados del ensayo Folin-Ciocalteu de las 6 muestras analizadas,
comparando la extraccion ASE v/s ultrasonido.

a;b: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de Folin-Ciocalteu de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 18. Valores del ensayo Folin-Ciocalteu de las 6 muestras analizadas, comparando la
extraccion ASE v/s ultrasonido.

Folin-Ciocalteu [mg Eq &c. Galico / g h.s]

Muestra ASE Ultrasonido
B2304 75+6 27+1
N2304 767 35,7+0,5
B2305 146+15 54+4
N2305 125+3 52+1
B0306 108+4 48+4
NO306 106+3 47+1

Los datos presentados en la tabla 18 corresponden a los valores obtenidos en el
ensayo Folin-Ciocalteu, a los cuales se les realizé un analisis estadistico, informando
que la extraccion ASE obtuvo una mejor eficiencia en todas las muestras en
comparacion a la extraccion por ultrasonido, siendo estadisticamente significativa

esta diferencia (p-value<0,05).

Se realiz6é un analisis estadistico a los valores obtenidos del ensayo Folin-Ciocalteu
para las muestras sometidas a la extraccion por ultrasonido, existiendo una
diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05) entre la primera fecha de

muestreo y las dos fechas siguientes.
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En ambas extracciones se observa que el segundo muestreo es el que presenta la
mejor respuesta para compuestos polifendlicos totales. Por lo tanto, se puede afirmar
que la técnica ASE es mas eficiente que la extraccién por ultrasonido, existiendo
diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05) en todas las muestras
comparadas, mostrando el mismo comportamiento ambas técnicas, encontrando un
valor mayor en la segunda fecha de muestreo, manteniéndose asi hasta el final del

desarrollo de la planta.

Esta diferencia entre las técnicas, al igual que los ensayos ya analizados, indican
gue las condiciones de altas temperatura y presion son factores de alto impacto en
la eficiencia de la extraccion, asi como los solventes utilizados, teniendo una mayor

extraccion de los compuestos polifendlicos totales.

6.5.5 Caracterizacion del perfil fenélico por HPLC-DAD.

La comparacion de la obtencion de 4cido cafeico en las 6 muestras analizadas por
las diferentes técnicas de extraccién ASE y extraccidn por ultrasonido se muestran

en la figura 28.
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Fig 28. Gréfico de resultados de la concentracion de ac cafeico de las 6 muestras analizadas,
comparando la extraccion ASE v/s ultrasonido.

a;b: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de acido cafeico de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 19. Valores de la concentracion de ac cafeico de las 6 muestras analizadas,
comparando la extraccion ASE v/s ultrasonido.

Ac. Cafeico [mg Eq &c. Cafeico / g h.s]
Muestra ASE Ultrasonido

B2304 0,41+0,02 0,072+0,01

N2304  0,362+0,007 0,060+0,03

B2305 0,51+0,01 0,172+0,02

N2305 0,46+0,01 0,1439+0,004
B0306 0,45+0,02 0,108+0,003
N0306 0,44+0,02 0,102+0,003

Los datos informados en la tabla 19, muestran que la extraccion ASE es mas
eficiente que la extraccion con ultrasonido en la extraccion de &cido cafeico,
obteniendo mayores valores en todas las muestras analizadas, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p-value<0,05). Este resultado puede ocurrir
debido a que el acido cafeico se extrae mejor en las condiciones que se ve expuesto
en la extraccion ASE, y por otro lado tiene una afinidad mayor por solventes mas

polares.

El analisis estadistico realizado a los resultados obtenidos de las muestras sometidas
a la extraccion por ultrasonido, nos confirman que la segunda fecha es donde existe
una mayor concentracion de 4cido cafeico en las hojas de chia, logrando tener la
misma tendencia que los resultados por ASE. Existiendo una diferencia
estadisticamente significativa entre el primer muestreo y los dos siguientes (p-
value<0,05), pudiendo decir que desde la mitad hasta el final del desarrollo de la

planta el contenido de &cido cafeico se mantiene constante.
En la figura 29 se observa la comparacion de las respuestas obtenidas de la

cuantificacion de acido rosmarinico para las 6 muestras sometidas a extraccion ASE

y a la extraccion por ultrasonido.
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Fig 29. Grafico de resultados de la concentracion de ac. rosmarinico de las 6 muestras
analizadas, comparando la extraccion ASE v/s ultrasonido.

A: Las letras sobre las barras representan la existencia o no, de diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de &cido rosmarinico de cada muestra. Si las letras son iguales no existe diferencia estadisticamente
significativa, en caso contrario, existe diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 20. Valores de la concentracién de ac. rosmarinico de las 6 muestras analizadas,
comparando la extraccion ASE v/s ultrasonido.

Ac. Rosmarinico [mg Eq &c. Rosmarinico / g h.s]

Muestra ASE Ultrasonido
B2304 0,60+0,01 0
N2304 0,434+0,005 0
B2305 6,7%0,2 60,31+0,02
N2305 4,9+0,3 4,4923+0,004
B0306 5,240,3 3,77+0,05
NO306 4,52+0,07 3,48+0,09

Los resultados informados en la tabla 20 muestran que se encontré6 una mayor
concentracion de acido rosmarinico en las muestras sometidas a la extraccion ASE,
comparadas a las muestras sometidas a la extraccion asistida por ultrasonido, pero
esta diferencia no es estadisticamente significativa (p-value>0,05), por lo que ambas
técnicas tendrian la misma eficiencia para extraer este compuesto. La diferencia que
se encontro, fue que la extraccion ASE logré cuantificar en el primer muestreo acido
rosmarinico, por el contrario de la extraccion por ultrasonido, donde la sefal
cromatografica quedd bajo el limite de deteccion. Por otro lado, ambas técnicas
tienen la misma tendencia, extrayendo una mayor concentracibn de &cido
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rosmarinico desde la segunda fecha de muestreo, no existiendo diferencia con la
tercera p-value >0,05, pudiendo mencionar que desde la mitad del desarrollo de la

planta se encuentra una concentracion de acido rosmarinico similar.

La temperatura (115°C) y presion (1500 psi) de trabajo son factores fundamentales
en el proceso de extraccion, ya que pueden tener un impacto significativo en los
resultados obtenidos. Se ha observado que existen diferencias sustanciales,
llegando a ser el doble o incluso el triple, entre las técnicas de extraccion utilizadas.
Este hallazgo sugiere que la técnica de extraccion por solvente acelerado (ASE),
bajo las condiciones de temperatura y presion controladas, presenta una menor
viscosidad del solvente, lo que facilita la difusion de los compuestos polifenélicos
desde la matriz celular hacia el solvente. Esta menor viscosidad del solvente en ASE

permite una mayor eficiencia en la extraccion de los compuestos antioxidantes.

Ademas, la eleccion del solvente adecuado también desempefia un papel crucial en
la eficacia de la extraccion. En este sentido, la mezcla H20:ETOH en una proporcion
de 55%:45% se ha demostrado ser mas efectiva en comparaciéon con el solvente
acetona/agua/acido acético (AWA) en una proporcion de 70.0/29.5/0.5 % v/v. La
polaridad del solvente utilizado en la técnica ASE permite una mejor interacciéon con
los compuestos polifendlicos, lo que facilita su extraccion y contribuye a la obtencion
de mejores rendimientos. Ademas, el efecto de cavitacion en la extraccion asistida
con ultrasonido puede generar altas temperaturas, lo que puede resultar en la

degradacion de los compuestos deseados.

Se puede decir que la extraccibn ASE es mas eficiente que la extraccion por
ultrasonido, demostrandose en los ensayos de CA (ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH),
en el contenido de polifenoles totales (Folin-Ciocalteu), y en la caracterizacion del
perfil fendlico para acido cafeico, no asi para el acido rosmarinico, siendo este ultimo
el Unico ensayo que a pesar de mostrar mayores valores para la extraccion ASE, no

existen diferencias significativas entre las técnicas.
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6.6 Comparacion entre la extraccion ASE con solvente AWA y la

extraccion asistida por ultrasonido con solvente 55%:45% H20O:ETOH.

6.6.1 Determinacion de la capacidad antioxidante por los ensayos
ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH.

Finalmente para concluir la efectividad de la técnica de extraccion, se realizé la
comparacion de la extraccion asistida con ultrasonido con solvente 55%:45%
H20:ETOH y la ASE con la mezcla de AWA ; los resultados obtenidos en los
ensayos ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH se muestran en la figura 30.
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Fig 30. Gréfico de resultados de los ensayos ORAC-FL (A), ORAC-PGR (B), y %
apagamiento DPPH (C), para la Comparacién entre la extraccion ASE con solvente AWA y
la extraccioén asistida por ultrasonido con solvente 55%:45% H2O:ETOH.

Se puede observar que la extraccion ASE con 55:45 H20:ETOH como solvente fue
la que obtuvo la mayor capacidad antioxidante en comparaciéon a las otras tres

extracciones, siendo estadisticamente significativa esta diferencia (p value<0,05).
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En la figura 30 se puede ver que los resultados obtenidos mediantes la extraccion
ASE duplican los obtenidos por la extraccion asistida por ultrasonido independiente

del solvente utilizado.

Por otro lado, en el ensayo ORAC-FL representado en la figura 30.A existe una
diferencia estadisticamente significativa (p value<0,05) entre la extraccion ASE con
55%:45% H20:ETOH y con AWA como solvente, pudiendo decir que la CA aumenta
con un solvente mas polar, no asi entre las extracciones que se realizaron por
ultrasonido, ya que no existe una diferencia estadisticamente significativa al utilizar
solventes de diferente polaridad (p value >0,05).

En el ensayo ORAC-PGR, mostrado en la figura 30.B, se observa que los valores
fueron hasta tres veces mas en la extraccion ASE con 55%:45% H20:ETOH como
solvente en comparacion a las otras tres extracciones, esta diferencia es
estadisticamente significativa (p value<0,05). En el analisis estadistico, el test de
Tukey arrojé dos grupos homogéneos, infomando que entre la extraccion ASE con
AWA, y ambas extracciones por ultrasonido no existe una diferencia
estadisticamente significativa (p value >0,05).

Por lo tanto se puede decir que al igual que los resultados obtenidos por ORAC-FL,
la temperatura y la polaridad son los factores que influye significativamente en la
cantidad de antioxidantes extraidos desda la hoja (ORAC-FL), asi como los
antioxidantes con mayor reactividad (ORAC-PGR) por medio de la extraccién ASE
con 55%:45% H20:ETOH como solvente.

En la figura 30.C se muestra el porcentaje de apagamiento del radical DPPH para la
extraccion ASE con 55%:45% H20:ETOH como solvente, donde los valores se
duplican en comparacion a las otras tres extracciones, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa (p value<0,05).

En el analisis de multiples rangos se observan dos grupos homogéneos, informando
que entre la extraccion ASE con AWA como solvente y las extracciones por

ultrasonido no existe una diferencia estadisticamente significativa (p value >0,05).
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Por otro lado, vemos que se repite la tendencia a obtener mayores resultados en el
ensayo ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH en la segunda fecha de muestreo,
independiente del tipo de extraccion y el solvente, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p value<0,05) en la mayoria de los analisis que se

realizaron a los cuatro extractos.

El solvente utilizado en la extraccion ASE, sometido a las condiciones de temperatura
de trabajo, demuestra ser méas eficiente en comparacion con la extraccion asistida
por ultrasonido. Esto se debe a que el solvente en la extraccion ASE logra una mejor
penetracion en la matriz vegetal, gracias a la disminucion de su viscosidad al aplicar
presion y temperatura. La reduccion en la viscosidad del solvente facilita la
transferencia de masa, lo que resulta en una extraccion mas rapida y efectiva de los

compuestos antioxidantes.

Por otro lado, la extraccion asistida por ultrasonido se ve en desventaja debido al
efecto de cavitacibn mencionado anteriormente. La formacion de burbujas de vapor
y su colapso violento durante la extraccién por ultrasonido puede conducir a la
degradacion de los compuestos antioxidantes presentes en la muestra. Esta
degradacion puede ser atribuida al impacto y las condiciones extremas generadas
por la cavitacion, lo cual afecta negativamente la integridad de los compuestos

antioxidantes.

6.6.2 Cuantificacion e identificacion de polifenoles.

Los datos obtenidos en el ensayo de cuantificacién de polifenoles totales por Folin-

Ciocalteu se informan en la figura 30.C.
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Fig 31. Resultados de la cuantificacion por HPLC-DAD de &cido rosmarinico (a), acido
cafeico (B), y determinacién de polifenoles totales por el ensayo Folin-Ciocalteu (C), para la
comparacion entre la extraccibon ASE con solvente AWA y la extraccion asistida por
ultrasonido con solvente 55%:45% H>O:ETOH.

Los valores obtenidos de polifenoles totales se encuentran entre 26.57 y 162.82 mg
acido galico/ g hoja seca, encontrando los mas altos valores en las muestras
extraidas por el método ASE con 55%:45% H20:ETOH como solvente previamente
optimizada, donde el andlisis estadistico realizado indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre técnicas de extraccion (p value<0,05), no asi
entre los solventes utilizados. Por lo tanto, nuevamente la temperatura y presion que
se logran en la extraccibn ASE, demuestran ser mucho mas eficiente a la hora de

cuantificar polifenoles totales mediante este ensayo.

Por otro lado se cuantificaron dos polifenoles caracteristicos en las muestras de hoja
de chia, el acido cafeico y el &cido rosmarinico. En la figura 31.B se observa que la
mayor concentracion de acido cafeico se obtuvo en la extraccion ASE con 55%:45%

H20:ETOH como solvente, llegando a sextuplicar los resultados que se obtuvieron
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en las extracciones por ultrasonido, existiendo una diferencia estadisticamente

significativa entre los tipos de extraccion (p value<0,05).

Por el contrario, no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre
los solventes 55%:45% H20:ETOH y AWA para la extraccion ASE, informando que
el solvente no es un factor fundamental en los resultados obtenidos para la
cuantificacion del acido cafeico, aun asi el solvente 55%:45% H20:ETOH tiene la
ventaja de ser considerado un solvente verde, por lo tanto seria esta la eleccion mas

amigable con el medio ambiente posible.

El hecho de que se haya obtenido una mayor cantidad de acido cafeico en los
extractos optimizados mediante extraccion con solvente acelerado, se puede deber
a que en esta técnica de extraccidbn permite trabajar con temperaturas (115°C
optimizada) y tiempos mas cortos por ciclo estatico (17 min), y una presion constante
de 1500 psi, lo que puede favorecer la extraccién de compuestos termolabiles como
el &cido cafeico, ya que el aumento de la temperatura permite que el solvente mejore
su fluidez y la capacidad de penetracion en la matriz vegetal, aumentando la
velocidad de transferencia de masa. Ademas, se evidencia que la extraccion de la
molécula de &acido cafeico se ve favorecida por solventes mas polares, lo que explica
por qué se extrajo en mayor cantidad en los extractos optimizados con una

composicién mayor de H20 en el solvente.

En paralelo se cuantificé el &cido rosmarinico, representado en la figura 31.A, donde
los valores obtenidos indican que la extraccién ASE con 55%:45% H20O:ETOH como
solvente, fue la que obtuvo una mayor concentracion de este polifenol, encontrando
valores entre 0,38 y 6,89 mg de acido rosmarinico/ g hoja seca. Sin embargo esta
diferencia con respecto a las otras tres extracciones no es estadisticamente
significativa (p value >0,05). Por lo tanto, las cuatro extracciones tendrian la misma
eficiencia a la hora de extraer acido rosmarinico desde hojas de chia, no obstante,
cabe destacar que se logro cuantificar este polifenol por medio de la extraccion ASE

en el primer muestreo a diferencia de las otras extracciones, donde la concentracion
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quedo por debajo del limite de deteccion, independiente al solvente que se utilizara

para la extraccion por ultrasonido.

Por otro lado, el &cido rosmarinico, aunque también es un compuesto fendlico, no se
vio afectado significativamente por la técnica de extraccion utilizada. En este caso,
ambos métodos de extraccion (ASE y ultrasonido) extrajeron cantidades similares de
acido rosmarinico, lo que sugiere que esta molécula puede ser mas estable a altas
temperaturas para el caso del ultrasonido y menos sensible a la polaridad del

solvente utilizado en la extraccion.

En conclusion, la diferencia en la cantidad de acido cafeico extraido con las dos
técnicas de extraccion (ASE vy ultrasonido) puede explicarse por la combinacién de
varios factores, como la temperatura, el tiempo y la polaridad del solvente. Por otro
lado, el acido rosmarinico no parece ser tan sensible a estos factores y su extraccion

no se ve afectada significativamente por la técnica de extraccion utilizada.

Por lo tanto, los resultados obtenidos por el ensayo Folin-Ciocalteu, la cuantificacion
de &cido cafeico y la de &cido rosmarinico, presentan la misma tendencia en las
cuatro extracciones, siendo la segunda fecha de muestreo donde se logra extraer la

mayor cantidad de polifenoles, como lo son el &cido cafeico y el &cido rosmarinico.

Finalmente se puede mencionar que la extraccion ASE utilizando 55%:45%
H20:ETOH como solvente fue la mas eficiente, demostrando que existen diferencias
estadisticamente significativas al evaluar por los ensayos ORAC-FL ,ORAC- PGR,
DPPH, Folin-Ciocalteu, y la cuantificacion de &cido cafeico, evidenciando que la
temperatura y presion a la que es sometida la muestra en la extraccion ASE aumenta
considerablemente la eficiencia de extraccion, logrando aumentar la velocidad de
difusion de los antioxidantes de la matriz vegetal al solvente, disminuyendo la
viscosidad de este, para asi lograr una mejor extraccion. Por otro lado, la baja CA
que arrojan las muestras sometidas a la extraccion asistida por ultrasonido en

comparacion a la extraccion ASE se puede atribuir al fendmeno de cavitacién que
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ocurre en el proceso de ultrasonido, el cual podria llegar a degradar cierto porcentaje

de los antioxidantes.

A pesar de que los ensayos ORAC-PGR, Folin-Ciocalteu y en la cuantificacion de
cafeico no existe diferencia estadisticamente significativa entre los solventes
utilizados en la extraccion ASE (55%:45% H20:ETOH y AWA), se puede decir que
la opcion mas amigable con el medio ambiente es la mezcla 55%:45% H20:ETOH,

ya que estos solventes son considerados verdes.

7. Conclusiones

En conclusion, de acuerdo a la extraccion fue posible la optimizacion por medio de
un método multivariable, donde la temperatura fue un factor estadisticamente
significativo en la respuesta, confirmando que a la temperatura mas alta evaluada
(115°C) existe una mejor eficiencia de extraccion de los antioxidantes, sin evidenciar

descomposicion térmica aparente de los compuestos polifendlicos.

Por otro lado, la evaluacién de la capacidad antioxidante de los extractos optimizados
de dos fenotipos de Salvia hispanica L. en diferentes etapas de crecimiento mediante
ORAC-FL, ORAC-PGR y DPPH y la determinacién de polifenoles totales mediante
el ensayo Folin-Ciocalteu es una estrategia valiosa para determinar las variaciones
en la actividad antioxidante de la planta y obtener extractos con propiedades
antioxidantes especificas.

La caracterizacion del perfil fenélico de los extractos optimizados de dos fenotipos
de Salvia hispanica L. en diferentes etapas de crecimiento mediante HPLC-DAD es
una herramienta importante para identificar y cuantificar los compuestos fendlicos
presentes en los extractos y su posible relacion con la actividad antioxidante, como

lo fue el acido cafeico y el acido rosmarinico en esta investigacion.

Y finalmente la comparacion entre la extraccion asistida con ultrasonido previamente

optimizada y la extraccidén con solvente acelerado optimizada, indica que la segunda
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es una estrategia mas efectiva para obtener extractos ricos en compuestos
antioxidantes, lo que puede tener importantes implicaciones en la industria, en
términos de eficiencia y calidad de los productos obtenidos. Aun asi, cabe destacar
que ambas técnicas presentan la misma tendencia en todos los andlisis, concluyendo
que la segunda fecha de demostracion es donde se obtuvieron mayores cantidades
de compuestos con capacidad antioxidante, polifenoles totales, y concentracion de
acido cafeico y acido rosmarinico, informacion relevante para tener presente al
momento de la plantacién de la Salvia Hispanica L con un doble propésito, cosecha
de semillas y &rea foliar.
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9. Anexos

Anexo 1: Curva de calibracion ORAC-FL

Curva de calibracion ORAC-FL y =135,96x + 130,27
R?=0,9994
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Anexo 2: Curva de calibracion ORAC-PGR
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Anexo 3: Curva de calibraciéon Folin-Ciocalteu

y=0,0328x-0,0171
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Anexo 4: Tabla gradiente de fase movil utilizado para la determinacion del perfil fenélico de

los extractos de hoja de chia.

Tiempo Flujo Presion
[minF; %A %8B %C %D [mL/rJnin] [bar]
0 8 92 0 0 1 50
2 9 91 0 0 1 50
4 10,2 89,8 0 0 1 50
6 11,2 88,8 0 0 1 50
8 12,5 87,5 0 0 1 50
10 13,5 86,5 0 0 1 50
12 14,8 85,2 0 0 1 50
14 15,9 84,1 0 0 1 50
16 17 83 0 0 1 50
18 18,2 81,8 0 0 1 50
20 19,1 80,9 0 0 1 50
23 25 75 0 0 1 50
25 30 70 0 0 1 50
28 35 65 0 0 1 50
30 38 62 0 0 1 50
37 70 30 0 0 1 50
38 8 92 0 0 1 50

Anexo 5: Curva de calibracion de &cido cafeico para la caracterizacion del perfil fendlico

por HPLC-DAD
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Anexo 6: Curva de calibracién de &cido rosmarinico para la caracterizacion del perfil
fendlico por HPLC-DAD
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