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RESUMEN

La presente investigacion se fundamentd en la optimizacion de los parametros
operacionales que influyen en la extraccion de carotenoides de la flor anaranjada del
mastuerzo (Tropaeolum majus L) a través de la metodologia de superficie de
respuesta (MSR). Considerando que estos metabolitos son pigmentos organicos
liposolubles, se llevo a efecto una extraccion solido-liquido con etanol al 96%,
mediante el estudio de dos factores: la relacion materia vegetal: volumen de
disolvente (1:20, 1:45, 1:70) y el tiempo de extraccién (30, 60, 90 minutos).
Posteriormente, se cuantifico el contenido de carotenoides por espectrofotometria
UV-Visible, determinando que el mejor tratamiento corresponde a 70 partes de
volumen de etanol en un tiempo de 90 minutos, registrando un valor de 929,44 mg
por cada 100 g de base seca, mientras que el valor mas bajo de 487,05 mg por cada
100 g se obtuvo con 20 partes de disolvente en un tiempo de 30 minutos.
Subsecuentemente, se aplicé la MSR, mediante el cual se optimizaron los niveles de
cada uno de los factores, determinado que el punto éptimo corresponde a 70 partes
de volumen de etanol en un tiempo de 90 minutos, alcanzando una concentracion
maxima de 940,92 mg de carotenoides por cada 100 g, con una eficiencia de
extraccion de 0,18 por ciento y una deseabilidad de 0,97. Finalmente, se desarrollo
una destilacion al vacio, obteniendo el extracto concentrado de carotenoides con una
humedad de 80,59 por ciento, mismo que fue almacenado a 4 grados Celsius para su

conservacion, ya que posee potencial antioxidante.

Palabras clave: Carotenoides, pigmentos liposolubles, compuestos bioactivos,

mastuerzo.
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ABSTRACT

The present investigation was based on the optimization of the operational
parameters that influence the extraction of carotenoids from the orange flower of the
mastuerzo (Tropaeolum majus L) through the response surface methodology (MSR).
Considering that these metabolites are fat-soluble organic pigments, a solid-liquid
extraction with 96% ethanol was carried out, by studying two factors: the ratio of
plant matter: volume of solvent (1:20, 1:45, 1: 70) and the extraction time (30, 60, 90
minutes). Subsequently, the carotenoid content was quantified by UV-Visible
spectrophotometry, determining that the best treatment corresponds to 70 parts by
volume of ethanol in a time of 90 minutes, registering a value of 929.44 mg per 100
g of dry base, while the lowest value of 487.05 mg per 100 g was obtained with 20
parts of solvent in a time of 30 minutes. Subsequently, the MSR was applied, through
which the levels of each of the factors were optimized, determining that the optimum
point corresponds to 70 parts of ethanol volume in a time of 90 minutes, reaching a
maximum concentration of 940.92 mg of carotenoids per 100 g, with an extraction
efficiency of 0.18 percent and a desirability of 0.97. Finally, a vacuum distillation
was developed, obtaining the concentrated extract of carotenoids with a humidity of
80.59 percent, which was stored at 4 degrees Celsius for its conservation, since it has

antioxidant potential.

Keywords: Carotenoids, fat-soluble pigments, bioactive compounds, mastuerzo.
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INTRODUCCION

El mastuerzo (Tropaeolum majus L) es una especie originaria de Per(, y debido a su
facil adaptabilidad es comun observarla en la region Andina de América del Sur en
paises como Bolivia, Colombia, Argentina y Ecuador (Augusto & Barros, 2020). Es
una planta trepadora y anual, cuyas flores poseen tonalidades diferentes: amarillo,
naranja y rojo. Debido a sus propiedades farmacoldgicas ha sido utilizada en la
medicina popular, por consiguiente, se ha llevado a cabo el estudio de sus
componentes activos, reportando efectos antiinflamatorios, antioxidantes,

antisépticos y antifungicos (Cruz, 2019).

Una de las propiedades de Tropaeolum majus L. es el elevado contenido de
carotenoides presentes en sus flores, los cuales son pigmentos de naturaleza lipofilica
con accién antioxidante y, por lo tanto, poseen la capacidad para atrapar radicales

libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Aguilar et al., 2017).

En varios estudios se ha determinado que los carotenoides intervienen en el
equilibrio celular (redox), ayudando a mantener un metabolismo celular normal para
generar energia (ATP), mediante la transferencia de electrones (Brondani et al.,
2016; Cheng et al., 2020). Bajo este contexto, estos componentes activos impiden la
generacion de reacciones de oxidacion, protegiendo la estructura de proteinas y
lipidos con la finalidad de evitar dafio celular (Rajkumari, Dyavaiah, &
Siddhardha, 2018).

Considerando que los carotenoides son susceptibles a degradarse, el proceso de
extraccion involucra el control del tiempo de extraccion, temperatura, cantidad de
materia vegetal y el uso adecuado de disolventes organicos (Cheng et al., 2020). De
modo que, se requiere estudiar las condiciones operacionales que permitan obtener el
contenido maximo de componentes activos, aplicando herramientas experimentales
(Sanabria & Romo, 2019).

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es un estrategia o herramienta
estadistica que ha permitido optimizar los factores de un proceso. A través del mismo
se maximizan los niveles de cada factor para obtener un rendimiento éptimo en el

proceso, ahorrando gastos innecesarios en materia prima y energia. Ademas, se
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protege a los carotenoides de reacciones de isomerizacion, las cuales perjudican su

estabilidad, debido a condiciones operacionales mal desarrolladas (Arias, 2014).

Actualmente, la MSR ha sido utilizada para optimizar la extraccion de flavonoides,
sin embargo, existen pocas investigaciones con respecto a la extraccion de
carotenoides (Jara, 2018). A pesar de que se ha reportado el contenido de
carotenoides en las flores de mastuerzo, estos varian acorde a las condiciones de
operacion (Camavilva & Leyva, 2015; Juscamaita et al., 2017). En consecuencia,
fue fundamental la aplicacion de una metodologia experimental para aislar el
contenido maximo de carotenos, de tal manera que el presente estudio a escala de
laboratorio, pueda ser la base para el desarrollo de futuros ensayos a escala industrial,

aprovechando las propiedades de estos metabolitos.
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CAPITULO |
EL PROBLEMA
1.1. Tema de investigacion

Optimizacion del proceso de extraccion de carotenoides obtenidos a partir de la flor

de mastuerzo (Tropaeolum majus L).
1.2. Justificacion

Las enfermedades cronico-degenerativas han incrementado la tasa de mortalidad en
el mundo, alcanzando a un 68 y 71 % de la poblacion mundial, segin datos
reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En el Ecuador
aproximadamente el 31 % del total de muertes se encuentran asociadas a este tipo de
enfermedades, incluyéndose entre ellas la diabetes mellitus, las alteraciones en el

sistema nervioso central, la arteriosclerosis y el cancer (Diaz et al., 2017).

Un factor importante que interviene en los procesos degenerativos y que desencadena
en la aparicion de este tipo de enfermedades, es el estrés oxidativo. Este se suscita
cuando en el organismo existe un elevado contenido de radicales libres que no
pueden ser neutralizados por los antioxidantes, ocasionado mutaciones en las células,
dafando sus estructuras, y por ende, alterando su funcion, lo que consecuentemente

Ileva al desarrollo de patologias (Gutiérrez et al., 2018).

Es por todo aquello que la poblaciéon ha buscado consumir alimentos y productos
nutracéuticos que les proporcionen un mejor estado de salud, al reducir y prevenir
diversas afecciones y padecimientos (Santos, Silveira, & Salas, 2019). Por lo tanto,
varias especies vegetales han sido investigadas debido a sus componentes bioactivos
al ser una fuente natural de antioxidantes, mismos que reemplazan a los aditivos

sintéticos (Spinu et al., 2016).

Desde finales del siglo XX hasta la actualidad en Ecuador se han registrado
aproximadamente 10 000 plantas con su respectiva informacion etnobotanica, de
todas ellas se han identificado 3 118 ejemplares de uso medicinal (Torre, et al.,
2008).
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Varios reportes han establecido que la actividad antioxidante presente en varias
especies vegetales esta dada por su contenido de carotenoides, los cuales son
pigmentos organicos liposolubles, que han demostrado ser efectivos en el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, han ayudado a prevenir la ateroesclerosis, y en
ciertas ocasiones han sido suministrados para contrarrestar el cancer (Cheng et al.,
2020). Al ser antioxidantes naturales tienen la capacidad de disminuir la presencia de
radicales libres y por lo tanto, evitan que las células del organismo sufran dafio
oxidativo, es por ello, que dicha accion puede ser aplicada en la industria para

obtener beneficios fisioldgicos (Challem & Block, 2008).

El mastuerzo (Tropaeolum majus L), es una planta que posee un elevado contenido
de carotenoides en sus flores, por lo cual la pigmentacién de sus pétalos es variada:
amarilla, naranja y roja respectivamente (Bastidas & Llacua, 2018). La
concentracion de carotenoides difiere en las tres variedades, ya que ésta es superior
en dependencia de su estado de maduracion (Camavilva & Leyva, 2015). Se ha
registrado fundamentalmente la presencia de licopeno, luteina, [B-caroteno, e-
caroteno e y-caroteno, lo que la convierte en una flor atractiva desde el punto de

vista nutritivo y farmacolégico (Juscamaita et al., 2017).

En el Ecuador, la flor de mastuerzo ha sido estudiada por su efecto antiinflamatorio
(Montero & Mira, 2017), nematicida (Lara & Pomboza, 2019), y su efecto
cicatrizante (Cabezas, 2014), sin embargo, nada se reporta sobre el contenido de
carotenoides. El mastuerzo es una planta ornamental que crece en estado silvestre y
se produce de forma abundante durante todo el afio, lo que facilita su recoleccién y
posterior aprovechamiento, siendo comun observarla en los sectores rurales de la
provincia de Tungurahua, sobre todo en su pigmentacion naranja (Brondani et al.,
2016).

Por otra parte, la extraccion solido-liquido es una operacion unitaria que con el paso
de los afos se ha convertido en una tecnologia ampliamente utilizada en la industria
alimentaria. En virtud de aquello, ha favorecido la obtencion de componentes activos
presentes en una matriz vegetal (soluto) al ser solubilizados en disolventes organicos
(Fon & Zumbado, 2020). Sin embargo, se requiere cumplir con determinadas
condiciones para aislar los metabolitos, evitando que se degraden y a la vez

reduciendo gastos en materia prima, tiempo y energia. De modo que, se han aplicado
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herramientas estadisticas, dentro de las que se incluye la Metodologia de Superficie
de Respuesta (MSR), la cual ha permitido optimizar procesos, controlando
parametros como: la cantidad de materia vegetal a utilizar, la naturaleza del
disolvente, la temperatura y el tiempo de extraccion (Henry et al., 2016; Jara, 2018;
Lobos, 2018; Miguel, 2017).

Por tal motivo, se llevara a efecto el estudio de los parametros operacionales a través
de la Metodologia de Superficie de Respuesta, con la finalidad de aislar el contenido
maximo de carotenoides de Tropaeolum majus L. recolectada en los Andes
ecuatorianos, de manera que se conviertan a futuro en una alternativa para la
industria, al utilizar estos antioxidantes naturales en la creacion de medicamentos,
cosméticos y alimentos funcionales que reemplacen a los sintéticos, por

consiguiente, generen multiples beneficios para la salud.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Optimizar el proceso de extraccion de carotenoides de la flor de mastuerzo

(Tropaeolum majus L).

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar el contenido de carotenoides presentes en la flor de mastuerzo.

e Establecer los parametros operacionales que influyen en el proceso de extraccién
de carotenoides de la flor de mastuerzo a través de un disefio de superficie de

respuesta.

e Evaluar el efecto de la relacion materia vegetal/volumen de disolvente y del

tiempo sobre la eficiencia de extraccién de carotenoides de la flor de mastuerzo.
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CAPITULO 1I
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes investigativos
2.1.1. Mastuerzo (Tropaeolum majus L)
2.1.1.1. Habitat y descripcion geogréafica

El mastuerzo pertenece a la familia Tropaeolaceae y es una especie originaria de
Perl que ademas crece en la region andina de América del Sur desde México hasta
Argentina, debido a su adaptabilidad en terrenos himedos (Brondani et al., 2016).

La historia redacta que los conquistadores espafioles fueron los que introdujeron el
mastuerzo en el viejo continente al asombrarse del color llamativo de sus pétalos y es
por ello que en Europa es comun observarla en jardines como una planta ornamental
(Nanzi, 1999).

Sus nombres populares son varios: En Colombia se la conoce como cachaco de
muladar, en Brasil su nombre es capuchina, en Cuba es reconocida como marafiuela,
mientras que en Espafia adopta la denominacién de llagas de Cristo 0 mastranto de
indias (Montero & Mira, 2017). En Ecuador y Peru se la conoce como mastuerzo y
por ende serd citado en el texto de la presente investigacién con dicho nombre.

2.1.1.2. Descripcién botanica

El mastuerzo es una planta herbacea y trepadora que se reproduce por semillas y
gajos. Sus hojas son peltadas y orbiculares, llegando a alcanzar un diametro de 4 a 12
cm. El peciolo alcanza una longitud de 40 cm con enrollamiento en espiral. Los
frutos son subcarnosos y con un diametro pequefio de 1 cm (Bastidas & Llacua,
2018).

Las flores son hermafroditas y estan formadas por 5 pétalos enteros, que llegan a
tener un diametro aproximado de 4 cm. El caliz esta formado por cinco sépalos, es
mas pequefio y presenta una tonalidad naranja amarillenta. La longitud del espoldn es
de 3 cm y existen alrededor de 8 estambres cuyo tamafio varia. Finalmente se puede
recalcar que el pedunculo es largo y delgado, de color verde brillante o verde rojizo
(Nanzi, 1999). Dichas caracteristicas se encuentran representadas en la Figura 1.
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Figura 1. Partes de la flor anaranjada del mastuerzo (Tropaeolum majus L)
Fuente: (Alfaro & Farje, 2016).

Las flores presentan tonalidades diferentes (amarillo, naranja y rojo). Esto se da
porque en las células epidérmicas de los pétalos existen pigmentos hidrosolubles y
liposolubles (Bastidas & Llacua, 2018). EI cambio de color en las flores esta
determinado por el porcentaje de alcalinidad o acidez, sobre todo en aquellos que
contienen antocianinas. Al ser acido la tonalidad es roja, pero dicha caracteristica
también estd dada por la presencia de los cromoplastos (organulos que acumulan
carotenoides). Las tonalidades amarillas y naranjas determinan la presencia de
flavonas y carotenoides. Es por ello que la misma flor contiene una variedades de
colores, dependiendo del lugar en el que se haya desarrollado (Arellano & Herrera,
2015). En los Andes ecuatorianos es comun observar en mayor cantidad la presencia

de flores anaranjadas, seguidas de las amarillas y muy escasas de color rojo.

Figura 2. Pétalos de flores de mastuerzo (Tropaeolum majus L) en sus tres variedades:
a) Flor anaranjada b) Flor amarilla c) Flor roja
Fuente: (Arellano & Herrera, 2015).
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2.1.1.3. Taxonomia
Tabla 1. Taxonomia del mastuerzo

Reino: Plantae

Division: Magnoliphyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae

Orden: Brassicales

Familia: Tropaeolaceae
Género: Tropaeolum L
Epiteto especifico: majus

Nombre binomial: Tropaeolum majus L

Fuente: www.tropicos.org ; (Gamara & Ramos, 2017).

2.1.1.4.Compuestos bioactivos de Tropaeolum majus L.

Las flores de mastuerzo poseen componentes bioldgicamente activos con la
capacidad de cumplir determinadas funciones en la salud de ser humano al tener
propiedades antioxidantes, anttiinflamatorias y antimicrobinas (Brondani et al.,
2016). Dentro de sus sustancias activas se encuentran los carotenoides, flavonoides,
aceites esenciales, vitaminas (vitamina C, riboflavina), acidos fendlicos,

glucosilonates y aminoacidos (Bastidas & Llacua, 2018).

La concentracion de vitamina C es cercana a 60 mg/100 g, los flavonoides totales
oscilan entre 124 y 251 mg/100 g, mientras que las antocianinas totales se encuentran
en un intervalo de 69 y 281 mg/100 g (Arellano & Herrera, 2015).

La concentracion de carotenoides totales es diferente en las flores de mastuerzo
(amarilla, naranja y roja). De acuerdo a los ensayos efectuados por Choque &
Corilla (2015), se determin6 que la flor amarilla posee aproximadamente 343 ug, la
flor naranja registro 292 ug y la flor roja 304 pg de carotenoides totales por cada
100 g en base seca. En las tres variedades se encuentran diversas concentraciones de
y-caroteno, B-caroteno, licopeno, a-caroteno y de e-caroteno. Cabe recalcar que en la
flor anaranjada se presenta una cantidad elevada de y-caroteno (Camavilva &
Leyva, 2015).
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Dichos anélisis determinan la presencia de carotenoides en la flor de mastuerzo, por

ende, son aplicables al tratamiento de diversas enfermedades.

2.1.2. Carotenoides: Estructura y caracteristicas

Los carotenoides son pigmentos organicos y liposolubles, que por lo general poseen
una estructura que contiene cuarenta atomos de carbono (tetraterpenos). En las
plantas su funcion es la de captar energia luminica y la de evitar la muerte por
radiacion UV, ademas previenen el dafio fotooxidativo (Martinez, Vicario, &
Heredia, 2015).

En las flores, estos pigmentos forman parte de los cromoplastos y por ende los
colores intensos que generan son producto de sus dobles enlaces conjugados, por lo
cual su pigmentacion es amarilla (B-caroteno), roja (licopeno) y anaranjada (Amparo
et al., 2009).

Existen dos clases de carotenoides: Los carotenos, los cuales poseen estructura
hidrocarbonada, como por ejemplo el licopeno y B-caroteno; y las xantofilas cuya
estructura hidrocarbonada contiene 4&tomos de oxigeno, tal es el caso de la luteina y

zeaxantina (Sanchez et al., 1999).

NN P W PN

HO

Figura 3. Estructura de carotenos: a) licopeno y xantofilas: b) luteina
Fuente: (Amparo et al., 2009).

Se pueden encontrar diferentes grupos terminales (anillos) en la estructura de los

carotenoides, mismos que se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Grupos terminales (anillos ciclicos y aciclicos) de los carotenoides
Fuente: (Meléndez, 2017).

Existen diversos isomeros espaciales (cis y trans) que les proporcionan estabilidad a
los carotenoides Por lo regular se encuentran carotenos con isomeros trans, aunque
también se ha reportado la presencia de isomeros cis, sobre todo en el licopeno
(Meléndez, 2017). A pesar de ello, este tipo de isbmeros son menos usuales que los
trans, ya que son termodinamicamente menos estables a causa del impedimento
estérico que se presenta entre los hidrégenos contiguos y los grupos metilo (Jomova
& Valko, 2013).

En el proceso de extraccion de carotenoides la etapa mas importante es el secado, ya
que con ello se posibilita su conservacion, al evitar la proliferacion de
microrganismos y diversas reacciones de oxidacion que degradan el material vegetal.
Sin embargo, al involucrar calor se pueden perder sustancias volatiles y termolabiles
como es el caso de los aceites esenciales (Bastidas & Llacua, 2018).

Los carotenoides al ser pigmentos lipofilicos, son insolubles en agua y por lo tanto se
extraen en disolventes orgéanicos. Entre los disolventes estan: el hexano, acetona, éter

de petroleo y etanol (Meléndez, 2017).

2.1.2.1.Factores que influyen en la estabilidad de los carotenoides

Los carotenoides estan conformados por una cadena de polieno conjugada, por lo
cual son susceptibles a sufrir degradacién y perder su bioactividad debido a varios

agentes oxidantes (Kumar & Keum, 2018). Los factores mas influyentes son:
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Temperatura

En el proceso de secado de la materia vegetal o en la extraccion, el contenido de
carotenoides puede perder su funcionalidad, ya que, al ser expuestos a tratamientos
térmicos el componente activo se ve afectado en su conformacion al formarse
isdbmeros cis (conformacion menos estable), y por lo tanto son mas propensos a la

degradacion (Boon et al., 2010).
Tiempo de extraccion

En extracciones convencionales se requiere aplicar temperatura para solubilizar el
soluto en el disolvente organico. Por ello, en base a la matriz vegetal con la que
trabaje, se recomienda llevar a efecto la extraccion en el menor tiempo posible para

evitar la isomerizacion de los carotenoides (Cheng et al., 2020).
Luz

Los carotenoides se degradan en presencia de luz debido a la fotooxidacion. Esto se
debe a que las moléculas que conforman los carotenoides son excitadas por la luz, y
al encontrarse en un solvente (extractos liquidos) reaccionan para formar especies
denominadas radical caroteno ya que pierden sus hidrogenos (Amaro et al.,2018).
Pero considerando gque estos pigmentos organicos son agentes reductores, terminan
por autooxidarse, aln mas, si se conservan en presencia de oxigeno los carotenos se

consumen en su totalidad en un periodo no mayor a 30 horas (Boon et al., 2010).

2.1.3. Funcién de los antioxidantes frente al estrés oxidativo

2.1.3.1.Estreés oxidativo

En el ser humano existe un balance entre los radicales libres y antioxidantes (balance
Oxido-reduccion). Los prooxidantes presentes en el organismo son resultado del
metabolismo celular, mismos que son contrarrestados por los antioxidantes, los

cuales presentan mecanismos de defensa (Hemmati et al., 2019).

El estrés oxidativo es producto de un desbalance 6xido-reduccion, por lo tanto se
genera un incremento de radicales libres, llegando a ser especies reactivas que
producen reacciones en cadena y por ende, originan la muerte celular (Hayes et al.,
2020).
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Se denominan radicales libres a las moléculas cuyos dtomos poseen un electron
desapareado en su orbital externo, por consiguiente, producen oxidacion. Debido a su
inestabilidad el electron desapareado busca acoger electrones de otras moléculas,
como los carbohidratos, proteinas, lipidos y sobre todo nucledtidos, ocasionando
dafos en el DNA (Kirtonia, 2020).

El oxigeno molecular (O2) es considerado como birradical, ya que presenta dos
electrones desapareados, pero al encontrarse en un orbital antienlazante (spin
paralelo) no reacciona con otras moléculas y por ende su reactividad es baja
(Parwez, 2017). Sin embargo, existen casos en donde el O> al excitarse invierte el
spin de uno de los electrones, y por ende, un electron desapareado puede trasladarse
a otro orbital que posee mayor energia, generando de tal modo especies reactivas de
oxigeno, denotado por sus siglas en inglés como ROS (Reactive Oxygen Species)
(Sies & Jones, 2020).

Las ROS que han sido identificadas son: El anion super oxido (O2), en el cual una
molécula de oxigeno es reducida por un solo electron; el perdxido de hidrogeno
(H202), mismo que se forma al incorporarse dos electrones en la molécula de
oxigeno; el radical hidroxilo (HO) gue se origina por la reduccion de tres electrones
(Mayor, 2010).

Existen otras especies reactivas que incluyen a las de nitrdgeno (RNS: Reactive
Nitrogen Species), hierro (RIS: Reactive Iron Species) y cobre (RCS: Reactive
Copper Species). Todas ellas son moléculas oxidantes con la capacidad de

transformarse en radicales libres (Sies, Berndt, & Jones, 2017).

La oxidacion produce modificaciones en la estructura de proteinas y lipidos, lo que
consecuentemente genera dafio celular. En el caso de las proteinas, los radicales
libres al reaccionar con estas macromoléculas, rompen los enlaces peptidicos,
originan la presencia de grupos carbonilo, por ende, su actividad hormonal y
enzimatica se ve afectada (Casas et al., 2020). En lo que respecta a los lipidos, se
produce la peroxidacion, ya que los acidos grasos poliinsaturados (componente de
los fosfolipidos) al ceder sus electrones a los radicales libres, alteran la funcion de la
bicapa lipidica, provocando pérdida de estabilidad en la membrana celular (Olivares
et al., 2010).
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El dafo oxidativo que se da en el DNA se origina principalmente por efectos
adversos ocasionados en sus bases nitrogenadas o en el azlcar, provocando
inestabilidad genética y por consiguiente mutaciones que derivan en la

carcinogenesis (Gholamian et al., 2017).

2.1.3.2. Mecanismo de accion de los antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que donan electrones a los radicales libres con la
finalidad de reducirlos, por tal razdn se estabilizan y se elimina la reaccion en cadena
(Diaz et al., 2020).

Los antioxidantes pueden ser sintetizados por el organismo, pero ademas provienen
de fuentes exdgenas, principalmente de los alimentos, entre los que se destacan los
carotenoides, flavonoides, las vitaminas (A, C, E), los éacidos lipoicos y diversos
cofactores (Cu, Zn, Mn, Fe, Se) (Olivares et al., 2010).

Los mecanismos de defensa se presentan de diversas maneras: La accion principal es
la de disminuir la concentracion de oxidantes, por otra parte, se unen a iones
metalicos con la finalidad de prevenir o reducir la transformacion de especies
reactivas. Finalmente, los antioxidantes interrumpen la reaccion en cadena evitando

que se eleven los niveles de radicales libres (Diaz et al., 2020).

2.1.4.Extraccidn de componentes bioactivos

En diversos alimentos de origen vegetal se encuentran presentes varios metabolitos
que requieren ser extraidos debido a sus propiedades nutracéuticas. Es por ello que se
han desarrollado métodos de extraccion convencionales (Solido-liquido, Shoxlet) y
otras técnicas no convencionales (Microondas, fluidos supercriticos, ultrasonido)
(Pérez, Hernandez, & Barragéan, 2017).

La extraccion solido-liquido es la operacion unitaria mas utilizada para extraer
componentes bioactivos en el campo alimentario, debido a su facilidad y el corto
tiempo que requiere el ensayo en base a determinados parametros. El proceso se
lleva a efecto al colocar el soluto desestructurado (materia vegetal seca o fresca) en
un disolvente organico. Con esto se facilita la transferencia de masa desde la fase

solida a la fase liquida, obteniendo de tal manera los extractos (disolvente +
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componente activo) y se procede a eliminar la matriz vegetal inerte (materia vegetal
insoluble) (Gémez et al., 2020).

La presente técnica ha favorecido la extraccion de carotenoides totales de diversas
matrices vegetales tales como: tomate de arbol (Pérez, 2019), zanahoria (Fiallos,
2019) y zapote mamey (Guevara, 2020).

Un factor esencial a considerar en el proceso de extraccion es el tipo de disolvente,
ya que los carotenoides presentan naturaleza hidrofdbica y por ende se extraen en
disolventes orgéanicos. Por lo tanto, se utilizan solventes no polares (éter de petrdleo,
hexano), los cuales facilitan la solubilizacion de p-caroteno (Cheng et al., 2020). Sin
embargo, los disolventes semipolares (etanol, acetona) ofrecen mayor seguridad y
reducen el riesgo ambiental, favoreciendo principalmente la extraccion de luteina.
Finalmente, es importante recalcar que si se desea obtener una alta concentracion de
licopeno es conveniente llevar a efecto una combinacion de hexano, acetona y etanol
(Kumar, Hyun, & Keum, 2018).

2.1.5. Espectrofotometria UV-Visible: Ley de Lambert-Beer

La espectroscopia ultravioleta-visible es un método analitico que posibilita la
cuantificacion de un determinado compuesto bioactivo presente en una solucién. Lo
expuesto ocurre debido a la capacidad que poseen las biomoléculas para absorber las
radiaciones electromagnéticas correspondientes a una longitud de onda dentro de la
region UV-visible. Con ello se deduce que la cantidad de luz que absorbe la muestra

es dependiente de su estructura atdmica y de su concentracion (Abril et al., 2010).

La Ley de Lambert-Beer establece que la absorbancia de la solucién esta relacionada

cuantitativamente con la concentracién del componente activo y se encuentra
expresada de la siguiente manera: A=&*xbx*c , donde c representa la
concentracion del componente bioactivo en g.L, b hace referencia a la longitud de
la celda que contiene la disolucién en cm y finalmente, £ hace alusion a la
absortividad propia de la sustancia de interés y se expresa en L.g"l.cm™? (Serrano,
2017).

La ley se cumple para soluciones diluidas, ya que, en caso de existir una

concentracion elevada del analito se obtendra un valor erroneo. En las soluciones
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concentradas la distancia existente entre las particulas del compuesto es pequefia, por
ende, se genera variacion en las cargas de las particulas que lo conforman, lo cual

dificulta que sea absorbida a una determinada longitud de onda (L.6pez, 2019).

2.1.6. Disefio de experimentos: Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una herramienta experimental
aplicada en la industria para el control de los procesos, ya que, permite determinar
los factores o parametros Optimos con los que se logran las salidas deseadas

(variables de respuesta) (Yaguas, 2017).

Bajo este contexto, es necesario considerar tres fases que facilitaran el desarrollo el
método: La primera fase se refiere a la exploracion experimental, en donde se toman
en consideracion los factores mas importantes que van a ser incluidos en el modelo
estadistico; la segunda fase hace referencia al modelado empirico en el cual se
determinan los factores que influyen significativamente sobre la variable de
respuesta; finalmente, la tercera fase corresponde al modelado mecanicista, en el que
se lleva a efecto el analisis de los valores Optimos registrados con la finalidad de
perfeccionarlos, es decir se estudia la region de operabilidad (region con las mejores

condiciones para realizar el experimento) (De Zan, 2006).

Es importante enfatizar que, el mejor tratamiento y el punto Optimo son dos
conceptos totalmente diferentes. Por consiguiente, en la Figura 5 se expone que, el
mejor tratamiento se refiere al mejor parametro operacional que se encuentra dentro
de la region experimental, mientras que, el punto 6ptimo corresponde al mejor
parametro presente en la region de operabilidad, mismo que a su vez se puede

encontrar o no, dentro de la regién experimental (Jara, 2018).
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Figura 5. Mejor tratamiento y punto 6ptimo de operacion
Fuente: (Jara, 2018).

2.1.6.1. Disefio 3" para ajustar la superficie de respuesta

Para realizar un ajuste adecuado de la superficie de respuesta, se requiere llevar a
cabo un analisis apropiado de los datos a través de un disefio experimental. De ahi
que, cuando se pretenden ajustar modelos de primer orden se utilizan disefios 2" (2
niveles con n factores), en donde los valores son codificados con +1 (valor alto) y -1
(valor bajo) (Néchez & Ventura, 2009).

Del mismo modo, para ajustar un modelo de segundo orden es necesario utilizar un
disefio central compuesto (DCC) dentro del que se incluye el disefio factorial 3" (3
niveles por cada factor n) (Yaguas, 2017). El presente disefio experimental consta de
tres codificaciones en sus variables, en base a los cuales se efectia la interaccion de
sus tratamientos y se denotan por: -1 (valor bajo), 0 (valor medio), +1 (valor alto)
(Del Angel et al.,2015).

A través del analisis de varianza (ANOVA), se determinan los factores significativos
que influyen en el ensayo con un p < 0,05 y a través de la MSR se ajusta el modelo,
con ello se establece el mejor tratamiento, es decir los valores 6ptimos que deben
aplicarse en los factores para obtener la variable de respuesta deseada (Jimenez,
2015).
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Por ualtimo, es importante resaltar que el modelo estadistico se representa de la
siguiente manera : Y, = u+6; +v; + (8y)ij + & con los niveles i= 1,2,3 ;

J=1,2,3 y la corrida experimental k= 1,2,3.....n.

Donde Y hace referencia a la variable de respuesta, u corresponde a la media general,
&; representa al factor A en el nivel i, y; concierne al factor B en el nivel j, &y es la

interaccion de los factores (A y B) en los niveles ij, y finalmente, £es el error en
base a los niveles ij de acuerdo al nimero réplicas experimentales k (Del Angel et
al., 2015).

2.1.6.2. Graficas de superficie de respuesta

Los niveles optimizados para cada factor son representados en una grafica de
superficie de respuesta, la cual posee una estructura tridimensional. De modo que, se
grafican dos factores (variables dependientes) con una variable de respuesta (variable
independiente). En base al modelo estadistico, en una ecuacion de primer orden la
gréfica es plana (Figura 6a), mientras que, para una ecuacion de segundo orden, se
distingue una curvatura, misma que puede ser en forma de montafia (Figura 6b), valle
(Figura 6¢) y silla (Figura 6d) (Jara, 2018).
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Figura 6. Graficas de superficie de respuesta: a) plana b) montafia c) valle d) silla.
Fuente: (Gutiérrez & De la Vara, 2012).
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2.2. Hipotesis

2.2.1. Hipdtesis nula
No se determinardn los pardametros operacionales Optimos que permitan extraer el

contenido méaximo de carotenoides de la flor del mastuerzo (Tropaeolum majus L).

2.2.2. Hipdtesis alternativa

Se determinaran los parametros operacionales éptimos que permitan extraer el

contenido méaximo de carotenoides la flor del mastuerzo (Tropaeolum majus L).

2.3. Variables de la hipétesis

2.3.1.Variables dependientes

Eficiencia de extraccion, masa de carotenoides en cien gramos de solidos extraidos.

2.3.2.Variables independientes
Relacion de materia vegetal-volumen de disolvente (1:20; 1:45; 1:70), tiempo de

extraccion (30, 60, 90 minutos).
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CAPITULO 11l

METODOLOGIA

3.1. Recursos Materiales

3.1.1. Materiales de laboratorio

Para llevar a efecto los ensayos se requirié de los siguientes materiales: Flores de
anaranjadas de mastuerzo (Tropaeolum majus L.), matraces Erlenmeyer de 250 mL y
800 mL, probeta graduada de 100 mL, balones de aforo de 100 mL, pipetas
graduadas de 5 mL y 10 mL, micropipetas de 20-200 uL, peras de succion,
agitadores magnéticos, cubetas para espectrofotometro UV-Vis (Microplate
Spectrophotometer Fisherbrand™ accuScan GO), frascos de vidrio color ambar de
90 mL y 1000 mL, tubos Falcon de 50 mL, termometro, papel aluminio y fundas

plasticas con cierre hermético.

3.1.2. Equipos

Para realizar el proceso de extraccion de carotenoides se utilizaron los siguientes
equipos: Horno de bandejas (Gander MTN), molino (Oster), plancha de
calentamiento (Corning PC-620), centrifuga (Rotina 380), balanza analitica (Ohaus
PA-214), balanza de humedad (KERN MLS 50-3), rotoevaporador (IKA-RV8) y
espectrofotometro UV-Vis (Microplate Spectrophotometer Fisherbrand™ accuScan
GO).

El andlisis estadistico se efectué en un computador HP con sistema operativo
Windows 10 con ayuda del programa estadistico Minitab 19, Statgraphics Centrion
XVI.1'y Excel 2016.

3.1.3. Reactivos

Para el lavado de las flores se utiliz agua destilada y para obtener los extractos de

carotenoides se requirié de etanol al 96 %.
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3.2.Métodos

3.2.1.Recoleccion del material vegetal

Las flores de mastuerzo fueron recolectadas en el caserio Puerto Arturo (1°10'54.6"S
78°35'17.7"W) perteneciente a la parroquia Unamuncho, en la ciudad de Ambato,
provincia de Tungurahua. Se escogieron especificamente las flores de mastuerzo que
poseian los pétalos de color anaranjado, luego fueron almacenados en bolsas de papel
y se las transport6 a los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia (FCIAB) para su tratamiento.

3.2.2. Tratamiento del material vegetal

En el laboratorio se efectud el lavado de las flores con agua destilada para eliminar el
polvo o insectos presentes en los pétalos. Después, se seleccionaron los mejores
ejemplares, y se los secaron en bandejas a una temperatura de 60 °C por 24 horas en
un horno con circulacion forzada de aire Gander MTN. Posteriormente, se efectud el
pulverizado del material vegetal utilizando un molino Oster. Finalmente, se tamizo la
muestra y se lo guardd protegido de la luz y humedad en fundas de polietileno con

cierre hermético.

3.2.3.0Obtencidn de los extractos de carotenoides
Se efectué una extracciéon soélido-liquido usando etanol al 96 % como disolvente
organico. Se trabajé en tres relaciones: 1:20, 1:45y 1:70 de material vegetal seco con

respecto al disolvente.

En la primera relacion 1:20 se utiliz6 2,500 g de material vegetal seco, el cual se lo
peso en la balanza analitica (Ohaus PA-214) y se le agregd 50 mL de etanol al 96 %.
Para la siguiente relacion 1:45, se pes6 1,111 g de material vegetal en la balanza
analitica (Ohaus PA-214) y se le afiadié 50 mL de etanol al 96 %. Finalmente, en la
tercera relacion 1:70 se peso 0,714 g de material vegetal seco y se le agrego 50 mL
de etanol al 96 %.

Cada una de las muestras fueron colocadas en matraces de 250 mL y se las taparon
para evitar que el disolvente se evapore. De acuerdo al protocolo establecido por

Amaro et al., (2018), se las llevo a una plancha de calentamiento (Corning PC-
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620D) a una temperatura de 60 °C con agitacion magnética a 380 min?, y
considerando intervalos de tiempo diferentes: 30, 60 y 90 minutos respectivamente.

Una vez obtenidos los extractos liquidos, se los coloco en tubos Falcon de 50 mL y

se los llevo a una centrifuga (Rotina 380) a 4500 min™ por un tiempo de 10 minutos.

El volumen (mL) y masa del sobrenadante (g) obtenidos fueron registrados, se los

almacend en frascos &mbar y fueron puestos en refrigeracion protegidos de la luz.

3.2.4. Analisis de los extractos

Para determinar los sélidos totales (SST), se utilizé la Ecuacion 1, para lo cual se
efectuaron mediciones por triplicado en la balanza de humedad (KERN MLS 50-3).

% SST = 100 — % Humedad
Ecuacion 1. Determinacion de Sélidos Totales

En base al método descrito por Strati & Oreopoulou (2011), se medié la
absorbancia en el espectrofotometro UV-Vis (Microplate Spectrophotometer
Fisherbrand™ accuScan GO), a una longitud de onda de 472 nm, utilizando el

etanol como blanco reactivo.

La concentracion de carotenoides totales (C) estuvieron expresados como licopeno
en mg/L, y el célculo se lo realizd a través de la Ecuacion 2, utilizando la

absortividad especifica del licopeno en etanol de 3950 (E).

A * 10%
E
Ecuacién 2. Determinacion de la concentracién de carotenoides

Para obtener la masa de solidos extraidos (MSE), se utiliz6 la Ecuacion 3, en donde

M representa la masa del extracto en gramos (g).

% SST
100
Ecuacion 3. Masa de sélidos extraidos

MSE = M *
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Ademas, se determiné la masa de carotenoides en 100 g de solidos extraidos por

medio de la siguiente expresion.

m.en 100g = “MSE * 100

Ecuacion 4. Masa de carotenoides en cien gramos de solidos extraidos
Donde:

C = Concentracion de carotenoides en mg/L

V¢ = Volumen final del extracto en L.

Finalmente, se calculé el porcentaje de eficiencia de extraccion (% E.EXx) a través de

la siguiente ecuacion.

%E.Ex =

0,
TV * 100%

Ecuacidn 5. Porcentaje de eficiencia de extraccion

Donde:

MV= Materia vegetal utilizada en la extraccién, expresado en gramos (g).

3.2.5. Analisis del contenido de carotenoides totales

Se determiné el contenido de carotenoides presentes en la forma de mastuerzo por
espectrofotometria UV-Vis y por medio del programa estadistico Minitab 19 se
efectud la prueba de Tukey, mediante el cual se mostré las medias de los valores
correspondientes al contenido de carotenoides (mg/ 100g de base seca), los mismos
fueron expresados como el valor medio * la desviacion estandar, como se los expone
en la Tabla 2. Conforme a los valores establecidos, se desarroll6 un grafico de barras
de error para identificar de forma eficiente el mejor tratamiento alusivo a la regién

experimental.
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Tabla 2. Contenido de carotenos totales presentes en la flor de mastuerzo

Relacion materia Tiempo de Carotenos totales (mg/ 100g)
vegetal/volumen de extraccion (minutos)
disolvente
30 valor promedio 1 + desviacion estandar -
1:20 60 valor promedio 2 + desviacion estandar -
90 valor promedio 3 + desviacion estandar -
30 valor promedio 4 + desviacion estandar -
1:45 60 valor promedio 5 + desviacion estandar -
90 valor promedio 6 + desviacion estandar -
30 valor promedio 7 + desviacion estandar -
1:70 60 valor promedio 8 + desviacion estandar -
90 valor promedio 9 + desviacion estandar -

Leyenda: L hace referencia a las letras del alfabeto que corresponden a cada valor promedio, mediante

el cual se identificd la presencia de diferencias significativas en base a la prueba de Tukey.

Subsecuentemente, se mostro un grafico de Intervalos de confianza de 95% de Tukey
para comparaciones maltiples, con la finalidad de evaluar de forma especifica todas
las parejas de medias aritméticas que guardan relacion y aquellas que presentan

significancia.

En comparaciones multiples, la prueba de Tukey permite especificar los tratamientos
que poseen un efecto superior e identificar los tratamientos divergentes (Hernandez
et al., 2020). Por lo tanto, con ello se puntualizé si todas las medias fueron iguales o
no, lo que posibilitd precisar la incidencia del Factor A y el Factor B en la extraccion

de carotenoides, previo a la optimizacion de cada uno de sus niveles.

3.2.6. Andlisis estadistico para optimizar el contenido de carotenoides

Para definir las mejores condiciones de extraccion de los carotenoides o punto
optimo (region de operabilidad), los datos obtenidos fueron analizados con el
programa estadistico Statgraphics Centurion XVI.I. Cada tratamiento constd de tres
réplicas y se utilizo la metodologia de superficie de respuesta (MSR) con un disefio
experimental de 32, el cual posee dos factores (AxB) y tres niveles [alto (1), medio

(0), bajo (-1)]. El factor A correspondio a la relacion de material vegetal/ volumen de
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disolvente con sus niveles: 1/20 (bajo); 1/45 (medio); 1/70 (alto), y el factor B hizo
referencia al tiempo de extraccion con sus niveles: 30 (bajo), 60 (medio), 90 (alto)

minutos.

En la Tabla 3. se exhibe la interaccion de los tratamientos que se realizan en un

disefio experimental 32,

Tabla 3. Disefio experimental 32

Factores Niveles Interaccion de los
tratamientos

A: Relacion material vegetal: | ao: Relacion 1:20 ao bo
volumen de disolvente a1: Relacién 1:45 ao b1
az: Relacion 1:70 ao by

B: Tiempo de extraccion | bo: 30 a1 bo
(minutos) b1: 60 ai by
b2: 90 a1 by

a2 bo

az b1

a2 b2

El presente andlisis estadistico incorpord un analisis de varianza (ANOVA), para
detectar la significancia de cada factor con un p< 0,05 en base a un nivel de
confianza del 95 %. Para corroborar el ANOVA, se incluyé un diagrama de Pareto
Estandarizado para evaluar el efecto de cada factor de acuerdo a su impacto
significativo. Ademas, en el mismo grafico se ejecutd el modelado mecanicista que
consistio en eliminar los factores o sus interacciones cuadraticas que no afectaron

significativamente la extraccion.

Por lo tanto, a través del coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de
determinacion ajustado (R? ajustado) obtenidos, se establecid la correlacion entre los

datos encontrados experimentalmente y los datos que predijo el modelo estadistico.

De tal manera, por medio del disefio de superficie de respuesta se determiné la
relacién existente entre las variables independientes (Factor A y Factor B) y la
variable dependiente o de respuesta (Concentracién de carotenoides). Se desarrolld
un grafico de superficie de respuesta, en donde se observé la relacion del material
vegetal:volumen de disolvente, el tiempo de extraccion y la concentracion de
carotenoides (mg/100 g de so6lidos extraidos). Con ello se identificaron los puntos

Optimos que se encuentran en la region de operabilidad, es decir los valores 6ptimos
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que deben aplicarse en las variables independientes para obtener la variable de
respuesta deseada (Sanabria & Romo, 2019).

En la Tabla 4 se representan los niveles codificados que fueron establecidos en el
programa estadistico Statgraphics Centurién XVI.I para cada tratamiento en base a
tres corridas experimentales de un disefio 3% (27 tratamientos), mediante el cual se

optimizaron los niveles correspondientes a cada factor o parametro.

Tabla 4. Niveles codificados para un disefio de superficie de respuesta 32

N _ _ B Niveles corres_p_ond_igntes a
Tratamiento Nivel actual Nivel codificado cada codificacion
Factor A | Factor B x1 ‘ X2 x1 ‘ X2
1 Alto Alto 1 1 70 90
2 Medio Alto 0 1 45 90
3 Bajo Alto -1 1 20 90
4 Alto Bajo 1 -1 70 30
5 Alto Medio 1 0 70 60
6 Medio Medio 0 0 45 60
7 Bajo Bajo -1 -1 20 30
8 Medio Bajo 0 -1 45 30
9 Bajo Medio -1 0 20 60
10 Alto Alto 1 1 70 90
11 Medio Alto 0 1 45 90
12 Bajo Alto -1 1 20 90
13 Alto Bajo 1 -1 70 30
14 Alto Medio 1 0 70 60
15 Medio Medio 0 0 45 60
16 Bajo Bajo -1 -1 20 30
17 Medio Bajo 0 -1 45 30
18 Bajo Medio -1 0 20 60
19 Alto Alto 1 1 70 90
20 Medio Alto 0 1 45 90
21 Bajo Alto -1 1 20 90
22 Alto Bajo 1 -1 70 30
23 Alto Medio 1 0 70 60
24 Medio Medio 0 0 45 60
25 Bajo Bajo -1 -1 20 30
26 Medio Bajo 0 -1 45 30
27 Bajo Medio -1 0 20 60

Leyenda: Los niveles del Factor A corresponden a las relaciones 1:20 (-1), 1:45 (0) y 1:70 (+1),

mientras que los niveles del Factor B se refieren al tiempo de 30 (-1), 60 (0) y 90 (+1) minutos.
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Por ultimo, se obtuvo la ecuacion del modelo estadistico correspondiente al
Contenido 6ptimo de carotenoides totales de la flor de mastuerzo con relacién a los
Factores Ay B.

3.2.7. Andlisis estadistico para evaluar la eficiencia de extraccion

Acorde a la metodologia expuesta por Henry et al. (2016), se llevo a efecto el
desarrollo de un gréfico de pruebas maltiples de Tukey para precisar la presencia de
diferencias significativas en las medias aritméticas de los valores calculados
experimentalmente a través de la Ecuacion 5. Con ello, se visualiz6 y analizo la
influencia de cada uno de los niveles correspondientes a cada Factor A y B, sobre la

eficiencia de extraccion.

Se analizo la significancia de los factores A y B a través de un ANOVA, efectuando
a la vez un diagrama de Pareto estandarizado y un grafico de Efectos principales para
constatar de forma eficiente la influencia de cada uno de los parametros sobre el

rendimiento de extraccion.

Posteriormente, se realiz6 la optimizacién de los niveles de cada factor para evaluar
la region de operabilidad sobre el que se debe realizar el experimento, mediante un
disefio experimental de superficie de respuesta 32, idéntico al explicado en el
apartado anterior, a diferencia de que, en el presente analisis la variable de respuesta

correspondio al porcentaje de eficiencia de extraccion.

De igual manera, a través del coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de
determinacion ajustado (R? ajustado), se establecié la correlacion entre los datos

encontrados experimentalmente y los datos que predijo el modelo estadistico.

Bajo este contexto, se identificaron las mejores condiciones en las que se deben
extraer los carotenoides de acuerdo al porcentaje de eficiencia de extraccion,
identificando los parametros operacionales por medio de un gréafico de superficie de
respuesta, en donde se observo la relacion del material vegetal:volumen de

disolvente, el tiempo de extraccion y el porcentaje de eficiencia de extraccion.
3.2.8. Analisis multiple de respuestas

En base al método descrito por Jofre et al. (2020), a través de la funcion de

deseabilidad en Statgraphics se evalu6 la combinacion de las respuestas
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(Concentracion de carotenoides y % Eficiencia de extraccion) obtenidos para los

factores A y B, con la finalidad de analizar el rendimiento global del proceso.

3.2.9. Obtencidn del extracto concentrado de carotenoides

Una vez determinado los pardmetros operacionales dptimos, se procedid a obtener un
volumen elevado de extracto liquido de carotenoides. Para ello se efectuaron
extracciones sucesivas en matraces PYREX de 800 mL, manteniendo una
temperatura constante de 60°C y agitacion magnética de 400 min™. El extracto
liquido de carotenoides fue concentrado a 68 °C a 200 min™ y con presion reducida
para eliminar el etanol de la muestra, en un Rotoevaporador (IKA 8). Finalmente, de
acuerdo al protocolo establecido por Tahir et al. (2018), se cuantifico el porcentaje
de humedad y se almaceno el extracto concentrado en la oscuridad y en refrigeracién

a 4°C, para evitar que la estabilidad de los pigmentos se vea afectada.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis y discusion de los resultados
4.1.1. Obtencion de los extractos de carotenoides

El proceso de extraccion de carotenoides de la flor de mastuerzo, se efectué mediante
el estudio de dos factores: la relacion de material vegetal - volumen de disolvente
(Factor A) y el tiempo de extraccion de carotenoides (Factor B).

El disolvente utilizado fue etanol al 96 %, ya que los carotenoides son pigmentos
orgénicos liposolubles y por consiguiente son compuestos inmiscibles en agua. El
etanol es un solvente polar y un azeétropo en la concentracién mencionada (Mejia,
Espinal, & Mondragdn, 2006). Por ende, este solvente facilitd la extraccion
méaxima de carotenoides, ya que al estar formado de una mezcla azeotrépica (96 %
de etanol — 4 % de agua) se comporta como un Unico compuesto (etanol) que no se
ve afectado por la infima cantidad de agua que contiene al momento extraer los

metabolitos.

Los extractos fueron cuantificados por espectrofotoscopia UV-Visible (Anexo 2), ya
que en base a esta técnica analitica fue posible determinar la concentracion de los
compuestos organicos presentes en la disolucion. Girén & Ordéfiez (2016),
reportaron que este método espectrofotométrico se basa en la estructura molecular de
los carotenoides, pues sus dobles enlaces conjugados forman un croméforo del cual
depende su color y por tal razdn absorbe a una determinada longitud de onda de luz
visible (472 nm).

Con el programa estadistico Matlab 19 se llevé a efecto la comparacion de medias
del contenido de carotenos totales (mg / 100 g) a través de la prueba de Tukey con lo

cual se evaluo la presencia de diferencias significativas.

En la Tabla 5. se presenta el contenido de carotenoides presentes en cada uno de los

tratamientos.
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Tabla 5. Contenido de carotenos totales de la flor anaranjada de mastuerzo presentes
en los extractos liquidos

Relacion materia Tiempo de extraccion Carotenos totales
vegetal/volumen de (minutos) (mg/ 100 g)
disolvente
30 487,050 + 11,183 f
1:20 60 499,880 + 8,268
90 532,035 + 9,213 f
30 638,325 + 20,151 %
1:45 60 570,974 + 39,439 ¢
90 867,788 + 27,600 ®
30 745,280 + 17,139 «
1:70 60 787,424 + 67,100 ™
90 929,447 £ 19,246 2

Leyenda: Los valores estan codificados con letras (a y f) los cuales muestran diferencia significativa
dentro de la prueba de Tukey. Se presenta el valor promedio de 3 réplicas experimentales + desviacién
estandar.

A través de la prueba de Tukey se verificO la presencia de diferencias significativas
(p < 0,05) entre todas las medias aritméticas correspondientes al contenido de
carotenoides. Las letras (a y g) fueron un indicativo para examinar si las medias
guardaban relacion. Con ello se determind que el mejor tratamiento experimental,
corresponde a la relacion de 1:70 con un tiempo de 90 minutos equivalente a un
promedio de 929,447 + 19,246 mg carotenos totales/ 100 g de base seca (a), cuyo
valor fue significativo con referencia a los demas datos, mientras que el promedio
mas bajo de 487,050 + 11,183 mg carotenos totales/ 100 g de base seca (b) pertenece
a la relacion 1:20 con un tiempo de 30 minutos. Acorde a estos resultados
experimentales se puntualizo la presencia de una relacion directamente proporcional,
ya que, a medida que se incrementd la relacion materia vegetal/ volumen de
disolvente y el tiempo de extraccion, el contenido de carotenoides fue superior. Lo
descrito se produjo por las caracteristicas naturales propias de la materia vegetal y su
elevado contenido de carotenoides, segin lo expuesto por Borguini et al. (2018).

Esto conllevd a que se requiera un volumen superior de disolvente para incrementar

43



la solubilizacion de los metabolitos, controlando los niveles de los pardmetros para

evitar que se obtenga un extracto liquido muy diluido.

Por otra parte, considerando que los carotenoides se encuentran asociadas a otro tipo
de macromoléculas tales como 4&cidos grasos y proteinas, requieren de
pretratamientos que faciliten su extraccion. En el presente ensayo dicho obstaculo
fue superado con el secado y pulverizacion de las flores. Ya que, segun Kumar &
Keum (2018), la disrupcion celular por métodos de deshidratacion y molienda
incrementan el rendimiento de extraccion de carotenos, al permitir que el disolvente
orgénico penetre con mayor facilidad la matriz vegetal y, por ende, se dé la

transferencia de masa.

A continuacion, en la Figura 7 se expone el diagrama de barras con el error estandar,
de acuerdo a los valores calculados en la Tabla 5. Con ello se visualizd el mejor
tratamiento experimental, 1:70 con un tiempo de 90 minutos, y la letra a designada
en funcion de prueba de Tukey determina que es el pardmetro sobre el cual se extrajo
el mayor contenido de carotenoides. A su vez, dicho valor es anélogo a la relacion
1:45 con un tiempo de 90 minutos, cuya codificacion es ab, esto debido a que es el

segundo parametro con el que se obtuvo la mayor concentracién de carotenoides.

1000 s
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700 de
o0 f of ] _%?
500 = = 'a}

400
300
200
100

Concentracion de carotenoides (mg/100g)

1/20- 1/20- 1/20- 1/45- 1/45- 1/45- 1/70- 1/70- 1/70-
t30 t60 t90 t30 t60 t90 t30 t60 t90

MV/VD-Tiempo de extraccién

Figura 7. Diagrama de barras con error estandar correspondiente a la concentracion de
carotenoides. Leyenda: MV/VD: Relacidn materia vegetal/ volumen de disolvente (1/20, 1/45, 1/70);
t30- t60- t90: Tiempo de extraccion en minutos (30,60, 90 min.)
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Por el contrario, los pardmetros a través de los cuales se obtuvo la menor
concentracion de carotenos, corresponde a la relacion 1:20 con un tiempo de 30 y 60
minutos respectivamente, ya que, con referencia a su codificacion, la letra f,

determina que no existe diferencia significativa entre las dos medias aritméticas.

Bajo este contexto, se representd en la Figura 8 las diferencias significativas
presentes entre todas las parejas de medias aritméticas, efectuando comparaciones
maultiples con un intervalo de confianza del 95% de Tukey. En el grafico se observa
una linea de referencia en el valor cero (0) para evaluar los intervalos de confianza.
De tal manera, aquellos intervalos que se ubican en cero, corresponden a las parejas
de medias que no presentan significancia, mientras que las restantes son aquellos

promedios estadisticamente significativos.

Por consiguiente, se visualizo en la Figura 8 por ejemplo que, al comparar una pareja
de medias aritméticas: 1:20 en un tiempo de 60 minutos, con respecto a 1:20 en un
tiempo de 30 minutos (b-a), no existid diferencia significativa, debido a que su
intervalo de confianza se ubica en 0, confirmando con ello lo expuesto en la Figura 5

en donde ambos valores fueron codificados con la letra f.
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Figura 8. Intervalos de confianza de 95% de Tukey para comparaciones multiples. Leyenda:
a:1/20-30 min; b: 1/20-60 min; c: 1/20-90 min; d: 1/45-30 min; e: 1/45-60 min; f:1/45-90 min; g:
1/70-30 min; h: 1/70-60 min; i: 1/70-90 min. Codigos encerrados: Medias aritméticas no

significativas.
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Por lo tanto, al analizar todas las medias obtenidas de acuerdo a la interaccion de los
niveles de cada factor (A y B) (Figura 8), se precisd6 que no todas las medias
aritméticas son iguales y con ello se acepta la Hipotesis alternativa establecida
acorde a la prueba de comparaciones multiples de Tukey, la cual menciona que al

menos un valor promedio debe ser distinto al resto de valores calculados.

De tal manera, una vez desarrollada la exploracion experimental se dedujo que los
factores A y B incidieron en el proceso de extraccion, ya que sus valores promedio
presentaron diferencias significativas en el contenido de carotenoides, por ello fueron
incluidas en el modelo de superficie de respuesta para evaluar su significancia en la

variable de respuesta, con el objetivo de obtener los valores 6ptimos.

4.1.2. Analisis estadistico aplicando la Metodologia de Superficie de Respuesta
Una vez cuantificados los extractos liquidos se establecieron las condiciones dptimas
que influyen en la extraccion, para lo cual se realizdé un disefio experimental de
superficie de respuesta 32 en el programa Statgraphics Centurion XVI.I (Anexo 4),
que segun Arias (2014), permite obtener la variable de respuesta deseada (contenido
maximo de carotenoides).

En la Tabla 6 se presenta el ANOVA correspondiente al disefio experimental

propuesto.

Tabla 6. Andlisis de varianza para la extraccion de carotenoides de la flor de

mastuerzo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A:Relacion MV/E  444799,0 1 444799,0 144,65 0,0000

B:Tiempo 70738,1 1 70738,1 23,00 0,0001

AB 14528,7 1 14528,7 4,72 0,0419

BB 26785,1 1 26785,1 8,71 0,0079

bloques 8933,21 2 4466,6 1,45 0,2576

Error total 61500,4 20 3075,02

Total (corr.) 627285,0 26

Leyenda. Relacion MV/E: Relacion de material vegetal/ volumen de disolvente

46



Con el andlisis de varianza, se determin6 que el factor A y el factor B influyeron
significativamente en la variable de respuesta con un valor de p < 0,05 a un 95 % de
confianza. De igual manera, la interaccion cuadratica del tiempo influyo
significativamente, ya que a medida que se incremento el tiempo de extraccion se
obtuvo un mayor contenido de carotenoides. Finalmente, en lo que referente a la
interaccion del factor A y B, se dedujo que incidi6 en la respuesta experimental en

menor proporcion, ya que su valor p (0,04), se encontro cercano a 0,05.

Para constatar el ANOVA, en la Figura 9 se muestra el Diagrama de Pareto
estandarizado en el cual se representa los efectos significativos de forma decreciente.
Se visualiz6 y comprob6 que el efecto del factor A es el que incide en mayor
proporcion de forma positiva en la extraccion de carotenoides, seguido por el factor
B y su interaccion cuadrética. La interaccion de los factores A y B afectan en menor
relevancia al proceso de extraccion, ya que la barra sobrepasa de forma minima el
efecto estandarizado (linea vertical) correspondiente al nivel de significancia (0,05).
Con ello se infiere que, al disminuir las partes de materia vegetal con respecto al
volumen de disolvente, se va a llegar a un punto en donde la solucion se encontrara
muy diluida y, por ende, a pesar de ampliar el tiempo de extraccion, el contenido de

carotenoides no sera el maximo.

A:Relacién MV/E = -

B:Tiempo

BB

AB

1 1 1 1 1 1
0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 9. Diagrama de Pareto estandarizado de los factores que influyen en la extraccion de

carotenoides.

A través del ANOVA se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,901 y un
coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado) de 0,872, sobre el que se

determina la existencia de un elevado grado de correlacion entre los valores que
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predice el modelo y los valores observados. Ademas de ello, los valores obtenidos
son superiores en comparacion con los reportados por Henry et al. (2016), donde
obtuvo un R? de 0,850 y un R? ajustado de 0,760 en su estudio referente a la
optimizacion de la extraccion de flavonoides. Por lo tanto, se cumple lo establecido
por Gutiérrez & De La Vara (2012), ya que en su libro "Analisis y disefios de
experimentos ~, menciona que se requiere de un R? ajustado de al menos el 0.70 para

que la optimizacion y la prediccién de la respuesta sea aceptada.

En la Tabla 7 se muestran los valores de los dos factores (A y B), con los cuales se
obtuvo la respuesta 6ptima.

Tabla 7. Valores de respuesta 6ptima

Factor Bajo Alto Optimo
A:Relacion MV/E 20,0 70,0 70,0
B:Tiempo 30,0 90,0 90,0

La relacion 1:70 correspondiente a relacién de masa-volumen de disolvente, con un
tiempo de 90 minutos, son los pardmetros 6ptimos que influyeron en la extraccion de

carotenoides de la flor anaranjada del mastuerzo.

Ademas, la temperatura de 60 °C (parametro fijo) favorecid la extraccion de
carotenoides, ya que segin Amaro et al. (2018), en su estudio sobre el desarrollo de
un método mejorado para la extraccion de carotenoides, reporté que al trabajar con
esta temperatura se incrementa la velocidad de difusion permitiendo extraer los
metabolitos, al posibilitar que las interacciones cohesivas (lipido-lipido) y las
interacciones adhesivas (lipido-matriz celular), sean superadas. En otro ensayo
efectuado por Fiallos (2019), se reporté que a un temperatura de 60 °C se obtiene el
contenido maximo de carotenoides de la zanahoria, pues facilita que el disolvente
penetre en los poros del material vegetal, favoreciendo la tasa de transferencia de

masa.

A traves del disefio experimental de superficie de respuesta, se logro analizar los
parametros operacionales que afectaron de forma positiva a la variable de respuesta,

como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Gréfica de superficie de respuesta estimada de los factores que influyen en la
extraccion del contenido de carotenoides. Leyenda. CCarotenoides: Concentracion de

carotenoides; Relacion MV/E: Materia vegetal/ Volumen de disolvente

Se observo en la grafica de superficie de respuesta que con una relacion de materia
vegetal-volumen de disolvente 1:70, y un tiempo de 90 minutos, se extrajo el
contenido méximo de carotenoides, obteniendo un valor éptimo de 940,923 + 37,026
mg de carotenoides/100g de solidos extraidos. Esta concentracion pertenece a la
region de operabilidad, es decir, es el punto éptimo que se obtendréa si se efectla el
experimento sobre los parametros establecidos a través del disefio, considerando que
experimentalmente se obtuvo un valor cercano al mismo, se determina que en el

ensayo deben controlarse estrictamente cada uno de los parametros.

A su vez, la ecuacion del modelo ajustado estuvo determinada por la siguiente
expresion, y mediante ésta, se predecira la concentracion de carotenoides que se

obtendré en base a la relacion MV/E y tiempo de extraccion.

Concentraciéon de carotenoides

Relacion materia vegetal

= 603,615 + 3,50426 * - —8,90671
Volumen disolvente

Relacion materia vegetal

* Tiempo de extraccion + 0,046394 * :
Volumen disolvente

* Tiempo de extraccion + 0,0742384 * Tiempo de extraccion?
Ecuacioén 6. Determinacion de la concentracion de carotenoides

Por otra parte, el contenido de carotenoides fue superior al reportado por Juscamaita
et al. (2017), ya que en su estudio referente al contenido de carotenoides de la flor

amarilla del mastuerzo en estado fresco, obtuvo aproximadamente 358 mg de
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carotenoides/100g de solidos extraidos, y en los pétalos deshidratados el dato
reportado fue de 254 mg de carotenoides/100g de solidos extraidos.

De esta manera, se deduce que los pétalos anaranjados de la flor de mastuerzo
presentan un mayor contenido de carotenoides, debido a la influencia de varios
factores, como son la madurez, la variedad de la flor, el clima y el sitio de
recoleccion (Cheng et al., 2020). Por consiguiente, es importante resaltar que el
estrés por calor, contaminacion o sequia son perniciosos en la estabilidad y contenido

de carotenoides.

Ya en el proceso poscosecha referente al proceso de extraccion, la relacion 1:70
facilité la obtenciéon de carotenoides, ya que, al disminuir la cantidad de materia
vegetal, el solvente no se sobresaturd, posibilitando que los carotenoides se
solubilicen en mayor cantidad en el etanol y, por ende, se obtuvo un mayor
rendimiento. Por esta razon, la concentracion fue superior al reportado por
Camavilva & Leyva (2015), en donde se determind en la flor anaranjada de
mastuerzo un contenido de 982,130 pg de carotenos/ 100 g de base seca al realizar el

ensayo en base a una relacion 1:20.

Fundamentalmente, es importante recalcar que la eficiencia de extraccién es
dependiente de las propiedades naturales de matriz vegetal con la que se trabaje,
pues, si esta presenta un bajo contenido de carotenoides, el afadirle méas disolvente

no va a favorecer su extraccion, debido a que la solucion se va a diluir rapidamente.

Los carotenoides estan expuestos a la oxidacidn enzimatica y no enzimatica, debido a
los prolongados tiempos de extraccion, las elevadas temperaturas y la exposicion a la
luz. Por ello, es fundamental considerar estos parametros en futuros estudios, ya que,
en caso de trabajar a una temperatura superior o alargar el tiempo de extraccion, se
puede originar la degradacion e isomerizacion de los carotenoides de los pétalos de la
flor anaranjada de mastuerzo, provocando que pierdan su actividad antioxidante. Por
lo tanto, es recomendable llevar a efecto los ensayos en un intervalo de temperatura
que oscile entre 40 °C y 65°C (Cardona, Rios, & Restrepo, 2006; Rodriguez,
2001).
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4.1.3. Andlisis de la eficiencia de extraccién

La eficiencia de extraccion depende de las propiedades naturales propias de la
materia vegetal (soluto), lo cual determina que sus metabolitos puedan ser disueltos
en el disolvente organico. Por ello se trabajo con etanol al 96%, ya que es un alcohol
que esta conformado por un grupo lipofilico (tipo alcano R-H) y un grupo hidroxilo
(OH) (Elvir, 2016). En consecuencia, el grupo lipofilo es el que favorece que los
carotenoides sean solubilizados, ya que interactda directamente con estos pigmentos

organicos.

Norshzila et al. (2017), reporta que el etanol es un excelente disolvente para extraer
carotenoides de matrices vegetales. En consecuencia, en la extraccion convencional
fue fundamental estudiar la influencia de los pardmetros que posibiliten la

extraccion.

En primer lugar, se realiz6 el andlisis de cada Factor (A y B) a través de la prueba de
Tukey. Con ello se verifico la presencia de diferencias significativas entre las medias
experimentales, conforme a los valores calculados a través de la Ecuacion 5
(Anexo3).

En la Tabla 8 se presentan las medias aritméticas de la Eficiencia de extraccion para

el Factor A.

Tabla 8. Eficiencia de extraccion para el Factor A

Relacion Media Error estandar Agrupacion
MV/E (% E.E)
20 0,138 0,0019 c
45 0,148 0,0019 b
70 0,171 0,0019 a

Leyenda. %E.E : % Eficiencia de extraccion

La informacion fue agrupada utilizando el método de Tukey con un nivel de
confianza del 95%, determinado que las medias que no comparten la misma letra son

estadisticamente significativas.
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Figura 11. Gréfico de prueba de multiples rangos de Tukey para el Factor A. Leyenda. % E.E:

% Eficiencia de extraccion; Relacion MV/E: Materia vegetal / Volumen de disolvente

En la Figura 11 se observd que, en el intervalo de 20 a 70 partes de volumen de
disolvente, se presentaron diferencias significativas en sus medias (valores promedio
de 3 réplicas), determinando una relacion directamente proporcional, ya que, al
incrementar las partes de volumen de disolvente la eficiencia fue superior,
obteniendo en 1:70 el valor més alto de 0,171 = 0,0019%. Fundamentalmente, se
deduce que, al incrementar el volumen de etanol, se evitd que la muestra se
sobresature, es decir, que tenga un contenido mayor de materia vegetal superior a la

que puede disolver.

En la Tabla 9 se presentan las medias aritméticas de la Eficiencia de extraccion para
el Factor B.

Tabla 9. Eficiencia de extraccion para el Factor B

Tiempo Media Error Agrupacién
(minutos) estandar
30 0,146 0,006 C
60 0,153 0,006 b
90 0,159 0,006 a

Las medias determinadas a través de comparaciones multiples de Tukey establecid

que existe diferencia significativa entre ellas ya no comparten la misma letra.

52



0,16 I =

0,156 - —

ww 0,152 - —
i
S

0,148 - —

0,144 —

0,14 — —

30 60 90
Tiempo

Figura 12. Gréfico de prueba de multiples rangos de Tukey para el Factor B. Leyenda. % E.E:
9% Eficiencia de extraccion; Tiempo expresado en minutos (30,60, 90)

De igual manera en la Figura 12, se encontrd significancia en los valores promedio,
deduciendo de tal modo que es recomendable trabajar en un tiempo de 90 minutos,
ya que no se vio afectada la extraccion. El valor menor corresponde al tiempo de
30 minutos con un rendimiento de 0,146 + 0,06 %, mientras que el valor mas alto es
de 0,159 + 0,06% alusivo al tiempo de 90 minutos. Este Gltimo dato mencionado, es
menor comparandolo con la eficiencia obtenida para la relacibn MV/E. Por
consiguiente, el Factor A es el que influye en gran parte en la eficiencia de

extraccion.

Una vez desarrollado el andlisis experimental, en la Tabla 10 se presenta el ANOVA
que permite determinar la significancia de los Factores A y B en la variable de

respuesta (eficiencia de extraccion).

Tabla 10. Analisis de varianza para la eficiencia de extraccion de carotenoides

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados

A:Relacion 0,00516806 1 0,00516806 1731,23  0,0000
MV/E

B:Tiempo 0,000747556 1 0,000747556 250,42 0,0000
AA 0,000220019 1 0,000220019 73,70 0,0000
AB 0,000012 1 0,000012 4,02 0,0587
bloques 0,00000540741 2  0,0000027037 0,91 0,4202

Error total 0,0000597037 20 0,00000298519

Total (corr.) 0,00621274 26

Nota. Relacion MV/E: Relacién de material vegetal con volumen de disolvente
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El factor A y el factor B influyeron directamente en la eficiencia de extraccion de
carotenoides con un p < 0,05 a un nivel de confianza del 95%. La interaccion
cuadratica del factor A también incidio positivamente en la respuesta experimental,
ya que al incrementar la relacion de materia vegetal/ volumen de disolvente, la

eficiencia de extraccion se vio favorecida.

Los valores que predice el modelo se ajustaron a un coeficiente de determinacion R?
de 0,987, a través del mismo se precisa que existe un elevado grado de correlacion
con los datos observados experimentalmente. Igualmente, este es un indicativo de
que los niveles de los pardmetros estudiados fueron lo suficientemente amplios para
medir las variaciones sobre la variable de respuesta, de modo que, se puede evaluar

su efecto al cambiar de un nivel a otro (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

La interaccion de los factores A y B influyeron negativamente en la respuesta,
registrandose un valor de p > 0,05, con ello se precisa que si se superan las 70 partes
de volumen de disolvente se puede obtener una solucion muy diluida, e
incrementando el tiempo de extraccion de 90 minutos, se puede conllevar a la
degradacion de los carotenoides por las reacciones de isomerizacion generadas por
efecto de la temperatura. Lo descrito se visualiza en el diagrama de Pareto
estandarizado (Figura 13), en donde la interaccibn AB sobrepasa el efecto

estandarizado.

O +
A:Relacién MV/E e -
B:Tiempo
AA
AB ]

0 10 20 30 40 50
Efecto estandarizado

Figura 13. Diagrama de Pareto estandarizado de los factores que influyen en la eficiencia de

extraccion de carotenoides.

En la figura 14 se observa que el efecto del factor A es el que incide en mayor

proporcion en comparacion con el tiempo de extraccion, verificando con ello lo
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determinado en el andlisis experimental por medio de la prueba de Tukey. Es decir,
el incrementar las partes de volumen de disolvente influy6 en gran medida para que
los metabolitos sean solubilizados al facilitar la transferencia de masa, hasta llegar a
su punto maximo 1:70. Henry et al. (2016), menciona que bajas cantidades de
disolvente inciden para que se alcance de manera instantanea la fase de equilibrio

entre el disolvente y el soluto, por lo tanto la transferencia de masa se detiene.

0,18 |- —
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0,13 |- —
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Relacion MV/E Tiempo
Figura 14. Gréfico de efectos principales que influyen en la eficiencia de extraccion
A través de un grafico de superficie de respuesta (Figura 15) se visualizo el

porcentaje de eficiencia de extraccion, el cual se ve influenciado por los dos factores:
Ay B.
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Figura 15. Grafico de superficie de respuesta de la eficiencia de extraccion. Leyenda. % E.E:

% Eficiencia de extraccion; Relacién MV/E: Materia vegetal/ volumen de disolvente; Tiempo de

extraccion en minutos
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El porcentaje de eficiencia de extraccion optimizado fue de 0,177% , correspondiente
a 70 partes de volumen de disolvente con un tiempo de 90 minutos. Con ello se
verifica que dichos parametros son los que influyeron en las variables de respuesta,
es decir, a medida que se vio favorecida la eficiencia de extraccion, el contenido de
carotenoides fue superior. Otro de los aspectos a resaltar es que, el rendimiento es
superior al reportado por Pérez (2019) y Pazmifio (2019), en donde se obtuvo una
eficiencia de 0,008 y 0,007% respectivamente en la extraccion de licopeno del

tomate del arbol utilizando como disolvente etanol.

Por otra parte, la eficiencia de extraccion es menor a la registrada por Calderén &
Vera (2018), cuyo rendimiento de extraccion de carotenos de mango alcanz6 un
valor de 27,24 %. Esto se debe a que utiliz6 una extraccion asistida por ultrasonido a
temperatura ambiente, la cual facilita la ruptura de las membranas celulares,

liberando los carotenoides, sin embargo, se requiere de mayor consumo de energia.

El método de extraccion utilizado (sélido-liquido), no requirié del uso de equipos
sofisticados, permitiendo determinar el contendido de carotenos de forma répida y
sin gastar muchos recursos. Al utilizar etanol, se evitd la exposicion a vapores
organicos peligrosos, ya que segun Cheng et al. (2020), es un solvente amigable con

el medio ambiente y seguro en la industria alimentaria.

Por consiguiente, se puede deducir que el porcentaje de eficiencia de extraccién
obtenido en la presente investigacion es consecuente con el método convencional
utilizado, considerando que para incrementar el rendimiento se requerira efectuar una

mezcla de disolventes y utilizar otros métodos de extraccion no convencionales.

4.1.4. Analisis de maltiple respuesta

En el aparatado anterior las respuestas (Concentracion de carotenoides Yy
% Eficiencia de extraccion) fueron analizadas y optimizadas por separado, sin
embargo, puede darse el caso que, al optimizar una variable la otra se vea afectada y,
por lo tanto, el rendimiento global del proceso tenga un resultado desfavorable.

Por consiguiente, se aplico la funcion de deseabilidad, misma que permitié combinar
las dos respuestas de forma simultanea, transformando los valores optimos en valores

adimensionales entre 0 y 1 (Tabla 11). De ahi que, un valor de O determina una
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respuesta inaceptable (no se extraen los carotenoides) y un valor de 1 representa un
respuesta excelente y deseable (se méxima la extraccion de carotenoides al 100%)

(Anexo 5), segun lo expuesto por Ivanovna & Lopez (2018).

Tabla 11. Deseabilidad individual y global de las respuestas dptimas

Respuesta Optimizado Prediccion Deseabilidad Deseabilidad global

CCarotenoides si 940,923 0,954
% E.E Si 0,177 0,987

0,970

Leyenda: CCarotenoides: Concentracién de carotenoides; % E.E: % Eficiencia de extraccién

En la concentracién de carotenoides se obtuvo una deseabilidad individual aceptable
y deseable de 0,954, al igual que en la eficiencia de extraccién con un valor de 0,987.
Mientras que la deseabilidad global para las dos respuestas fue de 0,970, por ende, se
determind que el proceso alcanzé el desempefio maximo con los factores Ay B en
sus niveles: relacion MV/E 1:70 y tiempo de 90 minutos. Es decir, se comprueba que
este el punto 6ptimo con el que se alcanzé las respuestas deseadas, por lo tanto, con
estos parametros operacionales se aislo el contenido méaximo de carotenoides a

medida que se optimizo la eficiencia de extraccion.

El valor de deseabilidad global obtenido es analogo al registrado por Jofre et al.
(2020), el cual obtuvo un valor de 0,928 al optimizar la masa de material vegetal,
solvente, y tiempo de extraccion de carotenoides provenientes de residuos

agroindustriales del orujo.

Deseabilidad

Relacion MV/E

Figura 16. Gréfico de deseabilidad para la extraccion de carotenoides la flor de mastuerzo
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En la Figura 16 se expone que, con 70 partes de volumen de etanol y con un tiempo
de 90 minutos, se optimizaron de manera simultanea las dos respuestas, alcanzando
una deseabilidad de 0,970. De ahi que, el Factor A no influira negativamente en el
Factor B y viceversa, por ende, es factible llevar a efecto el ensayo en los niveles

establecidos para cada variable.
4.1.4. Obtencidn del extracto concentrado de carotenoides

A partir de la relacion materia vegetal/ volumen de disolvente 1:70 con un tiempo de
90 minutos se obtuvo el extracto concentrado de carotenoides, para lo cual se utilizd
un rotaevaporador (IKA 8). Se desarroll6 una destilacién al vacié que favorecid la
reduccion de la presion, forzando con ello la evaporacién del etanol, pues éste

alcanzd un punto de ebullicion més bajo (Buchi Labortechnik, 2016).

Se trabajo con una velocidad de rotacion de 200 min, lo cual garantizé una mayor
velocidad de evaporacion y con ello se evitd que se sobrecaliente la muestre, ademas
la temperatura del bafio calefactor de 68°C facilitd el proceso de destilacion. Con lo
expuesto se protege a los carotenoides de la degradacion, llevandose a efecto la

destilacion en un tiempo menor.

El porcentaje de humedad fue determinado a través de un método termogravimétrico
con ayuda de una balanza de humedad (KERN MLS 50-3). La transmisién de calor
en la balanza se dio a través de ondas infrarrojas que atravesaron la muestra,
secandola homogéneamente y que permitieron cuantificar la humedad (Ibérica,
2016). Con ello se cuantificd una humedad de 80, 593 + 0,875 %, lo que hace alusién
al contenido de disolvente organico y de agua presentes ain en la masa de la
muestra. Dicho valor puede ser utilizado en analisis posteriores para darle estabilidad
al componente activo, como por ejemplo a través de la microencapsulacion, ya que,
en esta tecnologia se requiere preparar una emulsion, y a través del porcentaje de
humedad del componente activo se analiza la cantidad de agua y polimeros a utilizar

para preparar la misma.

El valor de humedad correspondiente al concentrado, fue menor al cuantificado en el
extracto liquido, mismo que alcanzé un valor promedio de 99,641 + 0,007 % (Anexo

3). Por lo tanto, se precisa que, al pasar el extracto liquido por el proceso de
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destilacién al vacié se logro concentrar los metabolitos, debido a su reduccién en el
porcentaje de humedad.

Es importante resaltar que, para disminuir ain mas el contenido de humedad en la
muestra y eliminar el etanol, se debe llevar a cabo un secado por aspersion, en el cual
se obtiene un polvo vitaminico con un porcentaje de humedad entre 3 y 8 %,
proporcionandole estabilidad al componente activo. Es asi que, tanto en la industria
alimentaria y farmaceéutica, es fundamental controlar el contenido de agua presente
en la masa de la muestra mediante la determinacién de la humedad, de manera que

no afecte la estabilidad y almacenaje del producto final (Tews, 2017).

Finalmente, el extracto concentrado fue almacenado en refrigeracion a 4°C, en base
al protocolo descrito por Tahir et al. (2018), el cual menciona que a esta temperatura
la estabilidad de los carotenoides se ve afectada Unicamente en aproximadamente
19% despueés de 50 dias. A diferencia de temperaturas elevadas de almacenamiento
(45°C), donde considerando el mismo tiempo, se genera una pérdida de los

pigmentos en un 62 %.

4.2. Verificacion de hipdtesis

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos:

e Serechaza la hipdtesis nula

e Se acepta la hipoGtesis alternativa, ya que se determinaron los parametros
operacionales Optimos que permitieron extraer el contenido méaximo de

carotenoides de Tropaeolum majus L.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Se optimizd el proceso de extraccion de carotenoides de la flor de mastuerzo
aplicando la metodologia de superficie de respuesta (MSR), por medio del cual se
logré aislar el contenido maximo de metabolitos al controlar las condiciones
operacionales de extraccion: relacion materia vegetal/volumen de disolvente y

tiempo de extraccion.

e Se determinod el contenido de carotenoides presentes en la flor anaranjada de
mastuerzo, llevando a efecto los ensayos experimentales a una temperatura de
60 °C vy utilizando etanol al 96 %, se obtuvo con 70 partes de volumen de
disolvente y un tiempo de 90 minutos la concentracion méxima de 929,447 +
19,246 mg carotenoides/ 100g de solidos extraidos, mientras que la concentracién
mas baja se dio con 20 partes de etanol y un tiempo de 30 minutos, registrando un
valor de 487,050 + 11,183 mg carotenoides/ 100g de s6lidos extraidos.

e A través de la metodologia de superficie de respuesta (MSR) con un disefio
experimental 32 se estableci6 los pardmetros operacionales dptimos que influyen
en el proceso de extraccion de carotenoides de la flor anaranjada de mastuerzo,
siendo estos 70 partes de volumen de etanol con un tiempo de 90 minutos, y a
través del modelo estadistico se optimizo el contenido méximo de metabolitos a
940,923 + 37,026 mg de carotenoides/100 g de sélidos extraidos, lo que hace
mencién a su elevado contenido de carotenos con respecto a otras especies del

mismo género.

e Se evaluo el efecto de la Relacion materia vegetal/ volumen de disolvente y del
tiempo sobre la eficiencia de extraccion, determinado que con 70 partes de
volumen de etanol se extraen los metabolitos en un 0,171 %, mientras que con un
tiempo de 90 minutos la eficiencia alcanz6 un valor de 0,146 %. Ambos factores
influyeron de forma positiva en la extraccion y por lo tanto fueron optimizados a
través de la metodologia de superficie de respuesta (MSR), obteniendo una
eficiencia final de 0,177 %. Finalmente, la deseabilidad global del proceso

adquirié un valor de 0,970 para las respuestas 6ptimas.
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5.2.

Recomendaciones
Extraer los carotenoides de la flor anaranjada de mastuerzo utilizando otros
disolventes organicos tales como: éter de petroleo, cloroformo y hexano.

Estudiar el efecto de la aplicacion de métodos no convencionales para la

extraccion de carotenoides: Microondas, fluidos supercriticos y ultrasonido.

Incrementar la relacion de materia vegetal-volumen de disolvente (1:70) y el
tiempo de extraccion (90 min.) para evaluar la estabilidad de los carotenoides.

Microencapsular los carotenoides de la flor anaranjada de mastuerzo para su

conservacion.

Desarrollar ensayos sobre el efecto de los carotenoides de la flor de mastuerzo
en el tratamiento terapéutico de la enfermedad COVID-19 ocasionada por la
infeccion del virus SARS COV-2.
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ANEXQOS

Anexo 1. Resumen del ensayo experimental
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Anexo 2. Datos experimentales obtenidos para el andlisis de los extractos

Tratamientos Materia Absorbancia Concentracion Factor Concentracién Volumen

vegetal carotenoides de *ED. final
(9) (mg/L) dilucién extraido
(F.D) (mg/L) (mL)
a: 1/20 2,500 0,7445 1,886 40 75,443 43,200
t: 30 min. 2,500 0,7479 1,894 40 75,447 43,200
2,500 0,7401 1,873 40 74,937 43,200
a: 1/20 2,500 0,7692 1,947 40 77,873 44,600
t: 60 min. 2,500 0,7664 1,939 40 77,570 44,600
2,500 0,7604 1,924 40 76,962 44,600
a: 1/20 2,500 0,8054 2,038 40 81,519 44,300
t: 90 min. 2,500 0,8081 2,046 40 81,823 44,300
2,500 0.8069 2,043 40 81,722 44,300
a: 1/45 1,111 0,3345 0,848 40 33,924 46,200
t: 30 min. 1,111 0,3327 0,843 40 33,722 46,200
1,111 0,3395 0,861 40 34,430 46,200
a: 1/45 1,111 0,3568 0,904 40 36,152 46,000
t: 60 min. 1,111 0,3550 0,899 40 35,949 46,000
1,111 0,3549 0,899 40 35,949 46,000
a: 1/45 1,111 0,3689 0,934 40 37,367 46,000
t: 90 min. 1,111 0,3693 0,932 40 37,266 46,000
1,111 0,3689 0,934 40 37, 367 46,000
a: 1/70 0,714 0,2460 0,623 40 24,911 48,300
t: 30 min. 0,714 0,2440 0,618 40 24,709 48,300
0,714 0,2331 0,590 40 23,595 48,300
a: 1/70 0,714 0,2558 0,648 40 25,924 47,500
t: 60 min. 0,714 0,2549 0,633 40 25,316 47,500
0,714 0,2551 0,646 40 25,823 47,500
a: 1/70 0,714 0,2601 0,658 40 26,329 47,600
t: 90 min. 0,714 0,2595 0,656 40 26,228 47,600
0,714 0,2604 0,658 40 26,329 47,600
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Anexo 3. Célculos y andlisis de los extractos

Tratamientos  Humedad SST MSE Masa del Concentr_acién (mg Eficiencigl de
(%) (%) ©) ext(rga)cto carotesr(;(l)ilglgs)/loo g  extraccion

(%)
a: 1/20 98,019 1,981 0,675 34,085 482,678 0,130
t: 30 min. 98,079 1,921 0,655 34,085 499,758 0,131
98,016 1,984 0,676 34,085 478,714 0,129
a: 1/20 97,991 2,009 0,707 35,189 491,284 0,139
t: 60 min. 98,036 1,964 0,691 35,189 500,580 0,138
98,079 1,921 0,676 35,189 507,776 0,137
a: 1/20 98,031 1,969 0,688 34,953 524,730 0,144
t: 90 min. 98,088 1,912 0,668 34,953 542,387 0,145
98,042 1,958 0,684 34,953 528,989 0,145
a: 1/45 99,301 0,699 0,255 36,452 615,111 0,141
t: 30 min. 99,341 0,659 0,240 36,452 648,552 0,140
99,330 0,670 0,244 36,452 651,313 0,143
a: 1/45 99,181 0,819 0,297 36,294 559,462 0,150
t: 60 min. 99,154 0,846 0,307 36,294 538,572 0,149
99,259 0,741 0,269 36,294 614,888 0,149
a: 1/45 99,440 0,560 0,560 36,294 845,715 0,155
t: 90 min. 99,126 0,874 0,874 36,294 540,409 0,154
99,273 0,727 0,727 36,294 651,445 0,155
a: 1/70 99,565 0,435 0,166 38,109 725,825 0,169
t: 30 min. 99,620 0,380 0,145 38,109 824,123 0,168
99,564 0,436 0,166 38,109 685,891 0,161
a: 1/70 99,560 0,440 0,165 37,478 746,746 0,173
t: 60 min. 99,629 0,371 0,139 37,478 864,872 0,169
99,564 0,436 0,163 37,478 750,654 0,173
a: 1/70 99,649 0,351 0,132 37,556 950,719 0,177
t: 90 min. 99,636 0,364 0,137 37,556 913,239 0,176
99,639 0,361 0,136 37,556 924,383 0,177
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Anexo 4. Desarrollo del analisis estadistico en Statgraphics Centurion XVL1.11

1. Abrir el programa estadistico y dirigirse a Disefio de experimentos (DDE), y
seleccionar la opcion Asistente de Disefio de Experimentos.

STATGRAPHICS Centurion - StatFolio sin titulo
Archive Editar  Graficar Describir Comparar Relacionar Pronésticos CEP | DDE | SnapStats!! Heramientas Ver Ventana Ayuda
] E = E E'S % % | [a 15 LY 3@ Asistente de Disefio de Experimentos. 6 E
al Importar experimento
B Lbio de Dalos El B d <+ % 3} & procedimientos DOE Heredados » FN
A stadvicar E—
e (===

EE StatGallery
— Cel 1 Col 2 Col 3 Col 4 Col 5 Col & Col 7 Col 8 Col |~
Statfieporter = — — — — — — —
W Comentaiios del Stalfolic s

2z

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

12

15

16

17

18

H4r Wla BT [«

2. Una vez generado el Asistente de Disefio de Experimentos, dar clic en Definir
Respuestas. Dentro de esta ventana se estableceran las dos respuestas o
variables independientes (CCarotenoides y % E.E), con sus respectivas

unidades.

H
Archivo Editar  Graficar Describir Comparar Relacienar Pronésticos CEP DDE SnapStats! Heramientas Ver Ventana Ayuda

CEER sERs R BYyrelt Sr=nd wid P 4w

[ Lo de Datos ER-] i+ % 3 & BB Y Eiges M Fia i
Statdvisor Asistente de disefio de experimentos - Definir Respuestas X
3] pe o = |[@ =]
RE statalers | Atchivo de disefi: <sin ity H
= [ 1) Defini respuestas
|E] statreporter M | Comentaiio: |
Comentarins del StatFolic 2 Nemero de respuestas: |2 |
i ‘Asistente de Disefio de | v =
Asistente de Discfo de £ FiespuestaNombre Uridades Analizar Obietiva Impact (1-5) Sensbilidad

Paso 1: Definir las variables respu 1

i [Eearctenaides [ma# 100g [Media | [Masimizar ]

[%EE [ [Media =] [Masimizar > |
[var_3 [ [Media | [Maximizar <]
[var_a [Pecia | [Masimizar <]
[var 8 [Pecia | [Masimizar <]

2
3
4
5
5 [vas [Pecha e T |
7
3
E]

=

Medio v

=

Medio v
El StatAdrisor
Pulse los botones de la barra de

Medio

Medo

[
[
[
[var 7 [ [Pedia =] [Masimizar =]
[ [Pedia =] [Masimizar =]
[var_8 [ [Media | [Maximizar <]
10 [racin [ [Pedia | [Masimizar <]
[
[
[
[
[
[

Media

[var_g Medin

edin

A
T T

A
T
T

1 e [Pecia | [Masimizar <]
12 [tz [Media =l [Masimizar ]
13 [t [Media =l [Masimizar ]
14 [t [Media =] [Masinizar ]
15 [ais [Media | [Maximizar <]
16 [ais [Media | [Maximizar -] [05 50
Cancelar Syuda
= N (e R FE e

Y]
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3. Determinar los factores en la siguiente opcion del Asistente de Experimentos.

Los factores son la Relacion MV/E, con la funcion Bajo de 20 y Alto de 70.

El tiempo de extraccion esta expresado en minutos con un nivel Bajo de 30 y

Alto de 90, y dar clic en Aceptar. EI programa por defecto arrojara el Valor

Medio de los dos factores.

Archivo de disefio: <sin titulox

asistente de disefio de experimentos - Definir Factores

Comentarior

Factor Mombre

Uridades

Tipn

Total para componetes controlables de mezcla: |1.0

Adrds

A |He\ac\ﬁn M/ /E | |Conlinuo j
B |Tismpu de extraccion |minulus |Ennlmun j
C |FactoLC | |Cunlinuu J
D |FactoLD | |Conlinuo J
E |Faclm_E | |Conlinuo J
F |Facto|_F | |Ennlmuu J
G |Facto|_G | |Ennlmuu J
H |FacmLH | |Conlinuo J
| |Factm_| | |Conlinuo J
i |Faclul_J | | Contirwn J
K |FactoLK | |Cunlmuu J
L |FactoLL | |Cunlinuu J
M |Faclm_M | |Conlinuo J

Numero de factares controlables del procesa: |2 =l Miimera de compaonentes controlables de mezcla: |0 = Niimero de factores de wida: [0 =l

Funcitn Bajo Alto Niveles
Carholable |20 |70 [1234
Contralable [30 ET] [tzz4
[1.0 [1.0 [1234
[1.0 [1.0 [1224
[1.0 [0 [1234
[1.0 [0 [1234
[1.0 [1.0 [1234
[10 [l [1.254
[10 [l [1.254
[1.0 [.0 [1234
[1.0 [1.0 [1224
[1.0 [1.0 [1234
[1.0 [0 [1234
Factares A- ‘ ‘

Cancelar

Ayuda

4. Posteriormente, elegir la opcién seleccionar disefio. En la barra de opciones

se desplegara una ventana en la cual se escogera el tipo de analisis. Dar clic

en Superficie de Respuesta (a). A su vez, se mostrara otra ventana en la cual

se establecerd el nimero de corridas experimentales (b) y dar clic en Aceptar.

Archivo de disefio: <sin ttulo>

Disefio paramétiice rabusto

Comertaio: |

Segmento

Opciones. Factoes deprocesa 2 0 0

Factores  Ejecucione Bloques  Disefio

Comporentes de mezdla 0 0 0

Presione el botén Opeiones.

&
-

Opciones de Disefio de Tres Miveles

Disefio Base: Factarial de 3 niveles: 372

0 0 0
COER-E Disefios para factores continuos o de dos niveles X
BLORLE Fielacién M/E | [ Clase de disefio fceplal @

" Cibado

@ Supeficis de respussts

" Factorial multnivel

Cancelar
Ayuda

* Vector artogonal

Corridas: 27 Gl del error: 19
Puntoz Centrales Fieplicar Disefio
Muimerao: Mimero:
B I

Ubicacidn

v .
& Alsatoria W Aleatarizar
" Espaciada
" Allnicio
" AlFinal

Aceptar

Cancelar

Alraz

Apuda

2] i1

eTINi]
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5. Aparecerd una ventana que permitira identificar la interaccion de los factores

en cada uno de sus niveles.

Prsistente de disefio de experimentos — Seleccionar disefio

Archivo de disefio: <sin tituloy Disefio paramético robusto

Comentaria: | (* u
. . . @

Segmento Factores  Ejecucione Blogues Dizefio
Opciones... Factores de proceso 2 27 3 Factorial de 3 niveles: 32 Il

Componentes de mezcla 0 a 1]

1} 1] 1}
COMBINADO 2 27 3 Muestras por ejecucidn: |2
BLOGQUE Felacidn Y/E Tiempo de extraccidn
minutos
2 1 20,0 30,0
3 1 0.0 40.0
4 1 45,0 30,0
5 1 45,0 30,0
5 1 45.0 600
7 20,0 E0.0
g 1 700 E0.0
3 n ¥0.0 30,0
o 2 200 30,0
12 200 30,0
12 2 ¥0.0 90,0
13 2 45,0 30,0
14 2 45.0 40.0
15 2 45,0 £0.0
1R 00 0N
1| [»]

Cancelar

Aleatorizar

Ayuda

6. El siguiente paso del DDE consiste en Especificar el Modelo, mismo que sera

determinado como cuadratico.

| 3] Seleccionar disefio ] 5] Seleccionar ejz_acuciones] 7] Guardar experimento J 9] O ptirnizar ¢ ] 11] Aurine
| 4] S pecificar mod Opciones de modelo del asistente DOE LA
[Experimentos Proceszar factores del modelo Modelo de componentes de mezcla 1
uesla_ aser men?i.da.s " Media fel Carselky
dnalizar | Objetive " Lineal [Efectos principales) ]
d=dia Manimizar . &
' X ‘D) yuda
T iz Interacciones 2-Factor
* Cuadrético lh
imentales que van a var|
B %}O ¢ Cibico «
Continuo
utos Continuo Incluir: Excluir:
A:Relacidn MY/E
rimental B:Tiempo de extraccidn
Puntos Ceni "
Por Blogue BB
B 372 0
-
1 2
giuctaralop saenliado
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Después de Seleccionaran las Ejecuciones y se mostrard una ventana en la
cual se deben ingresar los datos correspondientes a las variables de respuesta,

segun corresponda.

Asistente de disefioc de experimentos - Seleccionar gjecuciones X
BLOQUE Fielacidn by E Tiempo de extraccidn Cearotenaides %EE ||
minutos mg/ 100g %
1 Jeo £
2 1 200 300
3 1 0.0 90,0
4 1 45.0 300
5 1 45.0 g0.0
5 1 45.0 600
71 200 600
g 1 700 600
9 1 70,0 30,0
m 2 200 80,0
12 20,0 30,0
12 2 70,0 80.0
13 2 450 30,0
14 2 450 80.0
15 2 450 60.0
16 2 200 60.0
172 0.0 60,0
13 2 0.0 00
19 3 20,0 90,0
20 3 20,0 00
a1 3 0.0 90,0
a2 3 450 0,0
4] [v]
Nimero deseado de ejscuciones: D-eficiencia
3 Seleccionar ejecuciones utiizanda el algaritma hacia atrds Aveficieneia
Coeficientes del modelo: & ¥ Aplicar cambios del algoritma &l final G-eficiencia:
Cancelar Reiniciar Ayuda

Una vez establecidos los valores se debe Evaluar el Disefo. Para ello, dar clic
en DDE vy seleccionar Procedimientos DOE Heredados —> Analizar Disefio -

> Analizar Disefo.

CEP DDE SnapStats! Herramientas Ver Ventana Ayuda
i* l -@ Asistente de Disefio de Experimentos

Importar experimento

s & Procedimientos DOE Heredados 3

AL

Crear Disefic »

Guardar experimento |

Analizar Disefio...

Optimizacién de Miltiples Respuestas...

9. Seleccionar la variable de respuesta a medir

[ Analizar Disefio

SN CCarotenoides

D atoz:

i
m
m

=

it \E\ |CEarolenoides

[Seleccidn:]

= |

H [~ Ordenar nombres de columna

Aceptar |

Cancelar | Boarrar | Transformar. . Ayuda
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10. Determinar los analisis a desarrollarse, y obtener la Optimizacién y el Gréafico
de Respuesta.

Far | Qbietive | Desting | fnpacts | Sensibilidad [Bmio ldbe |
Tablas y Graficos b4
TABLAS GRAFICOS m
ptar
¥ Resumnen del Analisis v Diagramas de Pareto _
v Tabla ANOWA v Gréficos de Efectos Principales
V¥ Coeficientes de Reagresisn [~ Gréficos de Interacciones flodo
[ Matiz de Comelacidn [ Gréfico de Probabilidad Mormal para los Efectos Almacen
™ Predicciones v Graficos de la Respussta Aypuda
[ Ruta de Maxima Pendiente [ Gréficos de la Respussta
¥ Dptirizacidn [ Gréficos de Diagndstico

De esta manera se obtendrd los valores Optimos sobre los cudles debe
efectuarse el experimento.

Anexo 5. Tabla de escalas de deseabilidad

Valores Equivalente
0.00 Completamente inaceptable
0,00 -3.00 Inaceptable
3.00-4.00 Limite de aceptacion
4,00 - 0,63 Aceptable pero mediocre
0.63 - 0,80 Aceptable y bueno
0,80 - 1,00 Aceptable y excelente
1,00 Mejor adicional no tiene valor apreciable

Fuente: (lvanovna & Lépez, 2018)
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