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RESUMEN

El cedroncillo (Aloysia herrerae) y la pampa mufia (Hedeoma mandoniana) son plantas
silvestres de los andes utilizadas en la medicina tradicional; sin embargo, no son valoradas
como una buena fuente para obtener compuestos fendlicos. Dentro de las tecnologias
verdes utilizadas para obtener los extractos se encuentra la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU), la cual ofrece altos rendimientos de forma segura y econémica. Por lo
expuesto, la presente investigacion tuvo como objetivo optimizar la extraccion de
compuestos fenolicos totales (CFT) y la capacidad antioxidante (ABTS y ORAC) de las
hojas de cedroncillo y pampa mufia mediante EAU, y caracterizar los extractos optimos de
cada planta a través de cromatografia UPLC-PDA vy actividades biologicas. La
optimizacion se llevé a cabo utilizando la metodologia superficie de respuesta (MSR)
basado en el disefio estadistico Box-Behnken. Se investigaron como variables
independientes el tiempo (5-20 min), la temperatura (30-70 °C) y la concentracion de
etanol (30-80 por ciento). Los valores estimados para la pampa mufia de CFT (51.4 mg
AGE/g bs), ABTS (426.2 umol TE/g bs) y ORAC (1,524.0 umol TE/g bs) se determinaron
en las condiciones Optimas de tiempo 5.1 min, temperatura 69.7 °C y concentracion de
etanol 44.9 por ciento; mientras los valores estimados para el cedroncillo de CFT (91.4 mg
AGE/g bs), ABTS (632.4 pumol TE/g bs) y ORAC (2,643.1 umol TE/g bs), se
determinaron en las condiciones Optimas de tiempo 12.3 min, temperatura 61 °C y
concentracion de etanol 57.3 por ciento. Los resultados estimados coincidieron con los
resultados experimentales obtenidos utilizando las condiciones de extraccion dptimas, lo
cual permiti6 validar los modelos matematicos. Ademas, los extractos optimos de hojas
pampa mufia y cedroncillo demostraron a través de la cromatografia UPLC-PDA que los
compuestos principales fueron derivados de acidos hidroxicinamicos asi como flavonoides,
y sugiriendo un buen potencial para inhibir enzimas como a-amilasa, a-glucosidasa, lipasa
pancreatica y enzima convertidora de angiotensina (ECA). Los extractos de pampa mufia y
cedroncillo se presentan como una alternativa viable para una variedad de aplicaciones en

la industria alimentaria.

Palabras clave: compuestos fendlicos, ultrasonido, cedroncillo, pampa mufia,

optimizacion.



ABSTRACT

Cedroncillo (Aloysia herrerae) and pampa mufia (Hedeoma mandoniana) are wild plants
native to the Andes, which have been traditionally employed in traditional medicine.
However, their potential as valuable sources of phenolic compounds has been
underappreciated. This study explores the application of green technologies, specifically
ultrasound-assisted extraction (UAE), known for its secure and economical high-yield
extraction capabilities. The primary objective is to optimize the extraction of Total
Phenolic Compounds (TPC) and antioxidant capacity (ABTS and ORAC) from cedroncillo
and pampa mufia leaves through UAE. Additionally, the optimal extracts are characterized
using UPLC-PDA chromatography, and their biological activities are evaluated. The
optimization process utilizes Response Surface Methodology (RSM) based on the Box-
Behnken statistical design. Independent variables investigated include time (5-20 min),
temperature (30-70 °C), and ethanol concentration (30-80 percent). Estimated values for
pampa mufia indicate TPC (51.4 mg GAE/g dw), ABTS (426.2 umol TE/g dw), and
ORAC (1,524.0 pmol TE/g dw) under optimal conditions of 5.1 min time, 69.7 °C
temperature, and 44.9 percent ethanol concentration. Correspondingly, cedroncillo
estimates are TPC (91.4 mg GAE/g dw), ABTS (632.4 umol TE/g dw), and ORAC
(2,643.1 pmol TE/g dw) under optimal conditions of 12.3 min time, 61 °C temperature,
and 57.3 percent ethanol concentration. The estimated results align with experimental
outcomes, validating the mathematical models. Furthermore, optimal extracts from pampa
mufia and cedroncillo leaves were demonstrated through UPLC-PDA chromatography to
contain predominant compounds derived from hydroxycinnamic acids and flavonoids,
suggesting a promising potential for inhibiting enzymes such as a-amylase, a-glucosidase,
pancreatic lipase, and angiotensin-converting enzyme (ACE). The pampa mufa and
cedroncillo extracts emerge as a promising alternative for various applications in the food

industry.

Keywords: phenolic compounds, ultrasound, cedroncillo, pampa mufia, optimization.



l. INTRODUCCION

En el Peru las enfermedades cronicas han ido incrementando con el pasar de los afios.
Frente a esta problematica, la medicina tradicional se ha utilizado para prevenir y tratar
estas enfermedades, mediante el uso de plantas medicinales y sus extractos. Segun los
informes de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, de sus siglas en inglés, World
Health Organization), se estima que el 80 por ciento de la poblacién mundial acude a la
medicina tradicional para atender sus necesidades primarias de salud, y alrededor del 85
por ciento de la medicina tradicional involucra el uso de extractos a base de plantas
medicinales (WHO, 2023; Gallegos, 2017).

En relacion con ello, diversos estudios han reportado la presencia de numerosos
compuestos bioactivos en las plantas medicinales, entre los cuales destacan los compuestos
fendlicos. Estos han llamado la atencién como agentes potentes en el control y tratamiento
de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, abarcando problemas
cardiovasculares, inflamacion, diabetes mellitus, cancer y enfermedades de origen
microbiano (Li et al., 2014; Cereceres et al., 2019).

Por otro lado, se han desarrollado diversas técnicas para obtener extractos de plantas
medicinales, una tecnologia innovadora es la extraccion asistida por ultrasonido (EAU).
Esta técnica se considera como una tecnologia verde, ya que es de facil manejo, segura,
econdmica y sustentable. Ademas, la optimizacion de esta técnica permite encontrar las
condiciones ideales, y asi incrementar la liberacién de compuestos bioactivos del material
vegetal (Medina, 2017).

En la actualidad, se ha observado un creciente interés por la aplicacion de la EAU, asi
como en la optimizacion de los pardmetros de extraccion (temperatura, tiempo y
concentracion de etanol), para obtener compuestos fendlicos de diversos vegetales y frutas,

para su posterior encapsulacion y uso como antioxidantes naturales para enriquecer y/o



aplicar en diversos productos (Mehta et al., 2022). A pesar de esta tendencia, es importante
destacar la notable escasez de investigaciones dirigidas a la extraccion de compuestos
fenolicos de plantas medicinales en Perd, a pesar de la abundante diversidad de especies
medicinales en el pais (Medina, 2017; Rojas, 2021). Por lo mencionado anteriormente, la
presente investigacion tuvo como objetivo principal optimizar el proceso de extraccion
asistida por ultrasonido de los compuestos fendlicos de las hojas de cedroncillo (Aloysia
herrerae) y hojas de pampa mufia (Hedeoma mandoniana), mediante la metodologia de
superficie respuesta (MSR) empleando el disefio Box-Behnken; y la caracterizacion de los

extractos Optimos a través de las propiedades bioactivas.

Los objetivos especificos fueron determinar los compuestos fendlicos (fendlicos totales,
fenolicos libres, fendlicos ligados, flavanoles y flavonoles) y capacidad antioxidante
(ABTS y ORAC) presentes en hojas de cedroncillo y pampa mufia. Ademas, optimizar el
proceso de EAU de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante (ABTS y
ORAC) de hojas de cedroncillo y pampa mufia mediante la MSR basado en el disefio Box -
Behnken. Por ultimo, determinar en los extractos optimizados de hojas de cedroncillo y
pampa mufia los compuestos fenolicos, capacidad antioxidante (ABTS y ORAC),
rendimiento de extraccion, perfil de compuestos fenodlicos mediante UPLC-PDA vy
actividades biolodgicas: hipoglucemiante, hipolipemiante y antihipertensiva.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. PLANTAS MEDICINALES

Una planta medicinal se define como un material vegetal que contiene ingredientes activos
que pueden utilizarse para fines terapéuticos o que sirve como precursor para la creacion

de nuevos farmacos (Builders, 2019).

Las plantas medicinales son consideradas como uno de los componentes mas importantes
de la biodiversidad, y son utilizadas en diferentes partes del mundo. En los paises en vias
de desarrollo, la poblacion utiliza las plantas medicinales, asi como sus extractos para
cubrir o complementar las necesidades basicas de salud. Por su parte, en los paises de
Europa y EEUU ha incrementado la utilizacion de las plantas medicinales para fines
terapéuticos (Gallegos, 2017; Builders, 2019).

En el Peru se estima que hay méas de 4000 especies de plantas de uso medicinal, las cuales
son utilizadas en gran medida por la poblacion de la region Andina (Bustamante et al.,

2021). A continuacién, se detallan las plantas medicinales utilizadas en el presente estudio.

2.1.1. CEDRONCILLO

a. GENERALIDADES

El cedroncillo (Aloysia herrerae Moldenke también citado en la literatura bajo el nombre
cientifico de Aloysia herrerae Mold) es una planta medicinal nativa de la Cordillera de los
Andes, la cual crece entre los 2800-3000 m.s.n.m. (Mantilla y Olazabal, 2008). El
cedroncillo es una planta arbustiva andina que puede alcanzar hasta 2 metros de altura,

presenta tallos rectos de forma cuadrangular y es bastante ramosa. Ademas, se caracteriza



por tener hojas de color verde, duras y de forma oval-lanceolada; mientras que las flores
presentan un color blanquecino (Mantilla y Olazabal, 2008). Se puede apreciar la

morfologia de la planta en la Figura 1.

Figura 1: Fotografia de muestra herborizada de Aloysia herrerae Moldenke

Con respecto al género Aloysia, existen alrededor de 30 especies que crecen en las regiones
aridas, templadas y subtropicales de América del Norte y del Sur (Siedo, 2012). En
América del Norte solo estan presentes dos especies A. macrostachya (Torr.) Moldenke y
A. wrightii A. Heller; mientras que en América del Sur se encuentra la mayoria de las
especies, especialmente en Argentina, Bolivia, Brasil y Chile (Mohammadhosseini et al.,
2021).

En Peru se ha reportado la presencia de algunas especies del género Aloysia, tales como, A.
ayacuchensis Moldenke, A. herrerae Moldenke, A. minthiosa Moldenke, A. peruviana
Moldenke, A. spathulata (Hayek) Moldenke, A. arequipensis y A. velutina (Leo6n, 2006;
Siedo, 2012).

Segun la base de datos del Sistema Global de Informacion sobre Biodiversidad (GBIF, de
sus siglas en inglés, Global Biodiversity Information Facility) se ha encontrado y

recolectado la especie A. herrerae Moldenke en los siguientes departamentos del Peru:



Cusco, Ayacucho, Huancavelica y Ancash (GBIF, 2023). Leon (2006) también indico la

presencia de esta especie en el departamento de Apurimac.

b. CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun la base de datos del Catalogo de la Vida (2023), conocido por su nombre en inglés

Catalogue of Life, la clasificacion taxonomica del cedroncillo es la siguiente:

Reino : Plantae

Division : Tracheophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Lamiales

Familia : Verbenaceae

Género : Aloysia Palau

Especie : Aloysia herrerae Moldenke

C. PROPIEDADES ASOCIADAS A SU USO

La medicina local de muchos paises ha utilizado las especies del géenero Aloysia como
remedios herbales contra diversas dolencias y enfermedades. Existen diferentes formas de
preparacion para el consumo de esta planta medicinal; las formas mas frecuentes son la
decoccién y la infusion (Mohammadhosseini et al., 2021). La decoccion, también Ilamada
cocimiento, consiste en sumergir la planta en agua y calentarlo hasta ebullicion; mientras

que la infusion se hace reposar la planta en agua muy caliente (Gallegos, 2017).

El cedroncillo se sugiere que se prepare en forma de infusion utilizando las partes aéreas
de la planta, es decir, las hojas. La infusion tiene propiedades antiespasmadicas, lo cual
permite controlar o prevenir las contracciones musculares involuntarias que pueden causar

dolor y malestar, como son el dolor de estomago y los colicos menstruales. Ademas, esta



infusion permite combatir la digestion lenta, ya que alivia la acidez estomacal, dolor

abdominal y permite la eliminacion de gases (flatulencias) (Mantilla y Olazabal, 2008).

Por otro lado, el extracto de algunas especies del género Aloysia ha demostrado tener
efectos antimicrobianos, anticonvulsivantes, anticoliticos, antioxidantes, citoprotectores,
antinociceptivos, antiinflamatorios, estrogénicos y anticancerigenos (Mohammadhosseini
etal., 2021).

2.1.2. PAMPA MUNA

a. GENERALIDADES

La pampa mufia (Hedeoma mandoniana Wedd también citado en la literatura bajo el
nombre cientifico de Hedeoma mandonianum) es una planta medicinal nativa de la
Cordillera de los Andes, la cual crece entre los pajonales postrado al suelo a 3900 m.s.n.m
(Mantilla y Olazabal, 2008). Ademas, Slanis y Del Valle (2005), indican que la pampa
mufia crece en las pasturas, debajo de los matorrales, entre roquedales o0 zonas con mayor

nivel de humedad.

Bustamante et al. (2021), indican que la pampa mufia es un arbusto de baja altura que
ocupa amplios espacios de terreno. Se caracteriza por presentar abundantes ramificaciones
con tallos de 20 a 30 cm de altura; hojas pequefias de 4 mm de largo con un peddnculo de
hasta 3 mm; raices adventicias y flores pequefias de color blanco que se agrupan en

racimos.

Por su parte, Slanis y Del Valle (2005) sefialan que es una hierba perenne, la cual presenta
ramas numerosas con pubescencia mas densa (superficie vellosa, cubierta de pelos finos y
suaves) hacia las partes jovenes, y ademas indican que las hojas son ovaladas, obovadas o
elipticas, sésiles o pecioladas, crenadas en el borde superior de la ld&mina no punteado-

glandulosas. Se puede apreciar la morfologia de la planta en la Figura 2.



Figura 2: Fotografia de muestra herborizada de Hedeoma mandoniana Wedd

Con respecto al género Hedeoma, existen alrededor de 43 especies que estan distribuidas
en toda América; sin embargo, en Per( solamente habita una especie nativa la cual es la H.
mandoniana Wedd (Slanis y Del Valle, 2005).

Segun la base de datos del Sistema Global de Informacién sobre Biodiversidad (GBIF)
desde el afio 1854 a la actualidad se ha encontrado y recolectado la especie H. mandoniana
Wedd en los siguientes departamentos del Per(: Cusco, Ayacucho, Huancavelica, Ancash,
Puno, Junin y Arequipa (GBIF, 2023). A su vez, existen investigaciones que indican el
crecimiento de esta especie en Ayacucho (Roque y Ramirez, 2008), Huanuco (Bustamante
et al., 2021), Cusco (Serrano et al., 2020) y Puno (Montesinos et al., 2015).

b. CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun la base de datos del Catalogo de la Vida (2023), conocido por su hombre en inglés

Catalogue of Life, la clasificacion taxonémica de la pampa mufia es la siguiente:

Reino : Plantae
Division : Tracheophyta

Clase : Magnoliopsida



Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae
Género : Hedeoma
Especie : Hedeoma mandoniana Wedd

C. PROPIEDADES ASOCIADAS A SU USO

La pampa mufia se sugiere que se prepare en forma de infusion utilizando las partes aéreas
de la planta, es decir, las hojas. La infusién ayuda a aliviar los problemas digestivos tales
como acidez estomacal, cdlicos, diarreas por infecciones bacterianas o parasitarias,
halitosis e indigestion; ademas ayuda a prevenir y tratar las enfermedades respiratorias

tales como gripe, bronquitis y asma (Mantilla y Olazabal, 2008; Bustamante et al., 2021).

Por otro lado, el aceite esencial de pampa mufia posee actividad antihistaminica,
antiinflamatoria, antiespasmaddica (relajante muscular) e incluso es capaz de inhibir el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en los ratones (Bustamante et al., 2021). A su
vez, Serrano (2022) indico que el aceite esencial de pampa mufia proveniente de Bolivia
presenta actividad insecticida frente a ninfas de Triatoma infestans y Rhodnius neglectus;
mientras que Bustamante et al. (2021) sefialaron que el aceite esencial de pampa mufia
proveniente de Per( ejerce un efecto repelente sobre las larvas de la polilla de la papa

(Phthorimaea operculella).

2.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos, también llamados polifenoles o fenilpropanoides, parten de una
molécula basica llamada fenol. El fenol se compone de un anillo aromaético (fenil) unido a
un grupo hidroxilo (OH). El anillo aromatico representa un papel importante en las
propiedades antioxidantes, esto se debe a que los pares de electrones conjugados permiten
que haya deslocalizacion de electrones que tiene el potencial de estabilizar especies
radicales haciéndolas menos reactivas. En adicién, el anillo aromatico brinda propiedades
como la actividad antibidtica, antiparasitaria y citotoxica (Pefarrieta et al., 2014; Tucker,
2023).



Los compuestos fendlicos se originan principalmente en las plantas, debido a que son
sintetizados en su mayoria como productos de su metabolismo secundario, siendo algunos
indispensables para su funcién fisiol6gica, tales como crecimiento, reproduccion vy
proteccion contra patdgenos externos y el estrés provocado por la radiacion UV y los
depredadores (Pefarrieta et al., 2014).

2.2.1. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Segun sus estructuras quimicas, los compuestos fenolicos se pueden dividir en diferentes
subgrupos, tales como fenoles simples, acidos fendlicos, cumarinas, xantonas, estilbenos,
benzofenonas, quinonas, lignanos, ligninas, flavonoides y taninos (Pefiarrieta et al., 2014).
Esta clasificacion se representa de manera esquematica en la Figura 3. A continuacién, se

describe brevemente cada subgrupo:

a. FENOLES SIMPLES

Los fenoles simples son compuestos que tienen uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a un
anillo aromatico. Presentan propiedades antioxidantes y tienen una actividad bioldgica
importante tales como antibacteriana, antiparasitaria y citotoxicos (Pefiarrieta et al., 2014).
Ejemplos representativos de fenoles simples se tiene fenol, catecol, resorcinol,
hidroquinona y floroglucinol (Ecevit et al., 2022).

b. ACIDOS FENOLICOS

Los acidos fendlicos estan conformados por dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los
acidos hidroxicinamicos. Los &cidos hidroxibenzoicos son compuestos que presentan un
grupo carboxilico (-COOH) y grupos hidroxilo (uno o méas) en un anillo aromatico;
mientras que los acidos hidroxicinamicos en lugar del grupo carboxilico presentan el grupo
-CH = CH-COOH (Penarrieta et al., 2014).

Los acidos fenolicos muestran un alto potencial como antioxidantes y anti-inflamatorios;
sin embargo, los acidos hidroxicindAmicos son mas efectivos en términos de la actividad
antioxidante. Lo mencionado anteriormente, se debe a la presencia del doble enlace

9



carbono que aumenta la resonancia, es decir, hay una mayor deslocalizacion de los

electrones que permite estabilizar los radicales libres (Medina, 2017).

Los é&cidos hidroxibenzoicos mas comunes son &cido benzoico, &cido galico, acido
protocatéquico. Por su parte, los &cidos hidroxicindmicos mas comunes son el &cido
cafeico, el acido ferdlico, el &cido cumarico y el acido clorogénico (Medina, 2017; Ecevit
etal., 2022).

C. CUMARINAS

Las cumarinas son compuestos que presentan un anillo de benceno fusionado con un anillo
de pirona, estas se pueden clasificar en: cumarinas simples, piranocumarinas,
furanocumarinas y bicumarinas. Entre las cumarinas mas representativas se encuentran
umbeliferon, osthol, peucedanina e imperatorina (Ecevit et al., 2022). Las cumarinas
presentan una amplia gama de actividades farmacoldgicas, tales como antitumorales,
anticoagulantes, antiinflamatorias, antioxidantes, antivirales, antimicrobianas entre otras
(Sinha et al., 2022).

d. XANTONAS, ESTILBENOS, BENZOFENONAS

Las xantonas son compuestos que presentan dos anillos de benceno unidos a través de un
grupo carbonilo y oxigeno que restringe la libre rotacion alrededor de los enlaces carbono-
carbono (Raut et al., 2016). Las xantonas mas representativas son la mangiferina e
isomangiferina, y se caracterizan por tener propiedades antioxidantes, antimicrobianas y
antidiabéticas (Ares et al., 2021).

Los estilbenos se caracterizan por tener como estructura quimica un ndcleo de 1,2-
difeniletileno con grupos hidroxilo sustituidos en los anillos aromaticos. Se puede
clasificar en cuatro subclases, las cuales son: estilbenos monomeéricos, diméricos,
oligoméricos y diversos. Ademas, se caracterizan por tener una gama de actividades
farmacologicos, destacando las actividades antitumorales, antinflamatorias, antioxidantes,

antihipertensivas y antimicrobianas (Medina, 2017; Ecevit et al., 2022).
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Las benzofenonas en su mayoria presentan una estructura central de biciclo [3.3.1]nonano-
2,4,9-triona unida a un anillo de fenilo sustituido con 13,14-dihidroxi (Wu et al., 2014).
Las benzofenonas han exhibido actividades antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes,

antivirales, anti-VIH y citotoxicas (Ares et al., 2021).

e. QUINONAS

Las quinonas se caracterizan por tener una estructura de ciclohexadieno que posee grupos
carbonilo en las posiciones 1,2 6 1,4. La mayor parte de las quinonas se encuentran en
fuentes naturales como plantas, bacterias, hongos y organismos marinos; sin embargo,
también se han identificado en ciertos animales como erizos de mar, pulgones, insectos y
cochinillas (Ecevit et al., 2022).

Las quinonas se pueden clasificar en cuatro subclases: benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas y fenantraquinonas. Las quinonas se han caracterizado por mostrar actividad
antibacteriana de modo bacteriostatico y/o bactericida, asi como propiedades antioxidantes
(Ecevit et al., 2022; Pefarrieta et al., 2014).

f. LIGNANOS Y LIGNINAS

Los lignanos se forman a partir de la dimerizacion de dos unidades de fenilpropanoides
(Cs-C3) mediante reacciones de acoplamiento oxidativo. Los lignanos se pueden clasificar
en tres subclases: lignanos, neolignanos y norlignanos (Ecevit et al., 2022). Ademas, los
lignanos presentan propiedades antioxidantes, hepatoprotectoras, antimitéticas, antivirales,

antihipertensivas y citostéticas (Pefiarrieta et al., 2014; Medina, 2017).

Por otro lado, las ligninas son polimeros fendlicos que se caracterizan por estar compuestas
por tres principales monémeros fenilpropanoides (monolignoles), los cuales son alcohol p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico (Maceda et al., 2021). Ademas, las ligninas son el
segundo biopolimero méas abundante en el reino vegetal después de la celulosa y se

caracterizan por poseer propiedades antioxidantes (Pefiarrieta et al., 2014).
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g. FLAVONOIDES

Los flavonoides se caracterizan por ser de bajo peso molecular y tener una estructura de
esqueleto denominada difenil-pirano (Ce-Cs-Cs), esta estructura esta conformado por dos
anillos fenilo (anillos A y B) unidos a través de una cadena de 3 carbonos ciclada a través
de un oxigeno (anillo C) (Alvarez y Orallo, 2003). La mayoria de los flavonoides se

encuentran en fuentes vegetales, asi como en microalgas y hongos (Ecevit et al., 2022).

Segun el grado de oxidacion del heterociclo principal, este subgrupo puede clasificarse en
varias subclases, las cuales son flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianidinas,
flavanonas y flavanoles (Medina, 2017). En general, los flavonoides presentan propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras,
antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras (Alvarez y
Orallo, 2003; Ecevit et al., 2022).

h. TANINOS

Los taninos se encuentran naturalmente en plantas superiores y algas marinas; ademas se
caracterizan por tener una funcion defensiva de la planta contra diversos factores
ambientales, patégenos y herbivoros. Los taninos se pueden clasificar en cinco subclases:
galotaninos, elagitaninos, taninos condensados, taninos complejos y florotaninos
(Pefarrieta et al., 2014; Ecevit et al., 2022).

Los galotaninos y elagitaninos han demostrado tener propiedades antioxidantes vy
antibacterianas. Los taninos complejos han demostrado tener efectos anticancerigenos
(Pefarrieta et al., 2014). Los taninos condensados han demostrado tener propiedades
antioxidantes, bacteriostaticas, antibacterianas, y anticancerigenas (Vazquez et al., 2012).
Los florotaninos han evidenciado tener potencial antimicrobiano frente a las cepas de

Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MRSA) (Ecevit et al., 2022).
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Figura 3: Estructura quimica de los sub-grupos de los compuestos fenélicos

13



2.2.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS

Los compuestos fendlicos tienen una gran importancia en la salud humana, por lo cual es
fundamental definir cuales son los factores intrinsecos y extrinsecos que influyen en su

contenido en los productos vegetales (Lezama, 2017).

Los factores intrinsecos son aquellos factores propios del vegetal, aqui se puede resaltar la
composicion diferente que hay entre distintos géneros o especies; en cambio, los factores
extrinsecos hacen referencia a las circunstancias de su cultivo (factores agroambientales) y
a las condiciones de conservacion tras la recoleccion del vegetal (Lezama, 2017). Con
respecto al dltimo punto, Rojas (2021) sefiala que estos compuestos fenolicos suelen ser

inestables a condiciones ambientales tales como luz, temperatura, oxigeno y presion.

2.2.3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes se pueden definir como sustancias que protegen al organismo contra los
efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno (ROS, segun las siglas en inglés de
Reactive Oxygen Species) (Saleh et al., 2023). Los antioxidantes se encargan de atrapar y
neutralizar las ROS, a través de la transferencia de atomos de hidrégeno o electrones
(Platzer et al., 2021). De esta manera, se evita que las ROS causen dafios a estructuras
celulares como el ADN, las proteinas y los lipidos. Uno de los grupos mas importantes que
se reconoce como antioxidantes naturales son los compuestos fendlicos (Kiran et al.,
2023).

Con respecto a la capacidad antioxidante, no se puede medir directamente, sino que esta
determinada por los efectos del antioxidante para controlar el grado de oxidacién. Hay una
variedad de meétodos para evaluar la capacidad antioxidante, se puede clasificar en dos
grupos segun el mecanismo de reaccion involucrado en el proceso de inactivacion de
radicales libres: Transferencia de atomos de hidrogeno (TAH) y Transferencia de
electrones (TE) (Platzer et al., 2021).
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Los métodos que aplican el mecanismo TAH miden la capacidad de un antioxidante para
inactivar un radical libre mediante la liberacion de un 4&tomo de hidrogeno; mientras que
los métodos que usan el mecanismo TE, miden la capacidad de un antioxidante para
transferir un electron y reducir ciertos compuestos y moléculas. Este Gltimo muestra una
disminucion del color en la solucion, lo que no solo indica el punto final de la reaccion,
sino que simultaneamente informa la concentracion del antioxidante en la muestra. El
método ORAC se basa en el mecanismo de TAH, el método FRAP se basa en el
mecanismo de TE; mientras que los métodos DPPH y ABTS utilizan tanto TAH como TE
(Santos et al., 2018).

a. METODO ABTS

El método de Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox, también conocido por sus
siglas en inglés TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), de aqui en adelante
referido como método ABTS, es utilizado para medir la capacidad de un compuesto para
eliminar el catién radical ABTS™ [acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico],
un cromoforo verde-azulado que absorbe a una longitud de onda méaxima de 734 nm (Xu et
al., 2017).

En la Figura 4, se aprecia el principio del método ABTS, en el cual se utiliza la capacidad
de un compuesto como el persulfato de potasio (K2S20g) para hacer reaccionar la solucion
de ABTS, generando asi los radicales libres ABTS™. En el caso que se agregue un
compuesto que presente propiedades antioxidantes, este reacciona con los radicales, y los
neutralizard por reduccion directa a través de la donacién de electrones o por radicales a
través de la donacion de atomos de hidrogeno. Lo mencionado anteriormente, genera que
los radicales ABTS se estabilicen y disminuya la absorbancia, es decir, de un color verde-
azulado por presencia de los radicales se vuelve incoloro. Ademas, este método se puede
calibrar con un antioxidante estandar como es el Trolox (Borlinghaus et al., 2020; Mejia et
al., 2021).

Es importante tener en cuenta que el radical ABTS™ podria reaccionar rapidamente con los
antioxidantes, el ensayo posee las ventajas de la rapidez y la simplicidad. Ademas, el
radical ABTS™" no se ve afectado por la fuerza iénica y es soluble en solventes organicos y
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acuosos, siendo un método aplicable al estudio de antioxidantes solubles en agua y

solubles en lipidos, compuestos puros y extractos de alimentos (Xu et al., 2017).
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(Ej. Persulfato de potasio)
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—e— Sin antioxidante —a— Con antioxidante

Figura 4: Principio del método ABTS

ROS: Especies reactivas de oxigeno
FUENTE: Adaptado de Borlinghaus et al. (2020)

b. METODO ORAC

El método de Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno, mas conocido por sus
siglas en inglés ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), mide la capacidad de un
compuesto para atrapar el radical peroxilo (ROO"), el cual es relevante en la oxidacion de

lipidos en los alimentos (Xu et al., 2017).

En la Figura 5, se aprecia el principio del método ORAC, en el cual se utiliza la capacidad

del azo-compuesto AAPH [diclorhidrato de 2,2'- azobis (2-amidinopropano)] para formar
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radicales peroxilo cuando se calienta en presencia de suficiente oxigeno, aquellos radicales
son capaces de oxidar a la fluoresceina, generando asi la disminucion de la fluorescencia.
En el caso que se agregue un compuesto que presente propiedades antioxidantes al ensayo,
este reacciona con el radical peroxilo formado, y genera un retraso en la reaccion de

oxidacion de la fluoresceina (Borlinghaus et al., 2020).

H2N)$<N\\N>§(NH2 HaN /U><N\\N><”/NH2
NH

NH
-2HCI -,HCI

2,2'-azobis-(2-aminopropano)-dihidroclorhidrico (AAPH) 2,2'-azobis-(2-aminopropano)-dihidroclorhidrico (AAPH)

Antioxidante
ROS ROS I_

>

Oxidacion de la
fluoresceina:
Fluorescencia més débil

% fluoresceina

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

—e— Sin antioxidante —e— Con antioxidante

Figura 5: Principio del método ORAC

ROS: Especies reactivas de oxigeno
FUENTE: Adaptado de Borlinghaus et al. (2020)

2.2.4. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos han atraido un creciente interés de numerosos estudios por
poseer una amplia gama de actividades bioldgicas (Pefiarrieta et al., 2014; Ecevit et al.,

2022). A continuacién, se describen algunas de las actividades atribuidas.
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a. ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad crénica que afecta a una gran
proporcion de la poblacion, siendo uno de los principales factores de riesgo de las
enfermedades cardiovasculares. La hipertension puede controlarse mediante la
vasodilatacion, que consiste en que los vasos sanguineos se dilatan, provocando una
disminucion de la resistencia periféerica y un aumento del flujo sanguineo. La
vasodilatacion se logra mediante la activacion de compuestos vasoactivos enddgenos o
exogenos que acttan sobre los receptores, canales o enzimas ubicados en el endotelio

vascular o el musculo liso vascular (Lépez, 2006; Ahmed et al., 2020).

Para el tratamiento de hipertension resulta primordial inducir la vasodilatacion. Esto se
puede lograr a través de la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
debido a que esta enzima es responsable de estrechar los vasos sanguineos y, por lo tanto,
incrementar la presion arterial. La medicina contemporanea ofrece una gran variedad de
farmacos para el tratamiento de la HTA entre ellos se encuentran enalapril, captopril y
lisinopril; sin embargo, estudios reportan efectos secundarios como toxicidad hepética,
hipotension e hiperpotasemia (Chakraborty y Roy, 2021; Vinothkumar et al., 2019).

En los ultimos afios se ha intensificado la basqueda de inhibidores de la ECA de origen
natural. Hoy en dia, estudios experimentales y clinicos (Vinothkumar et al., 2019;
Chakraborty y Roy, 2021) reportan que las plantas medicinales poseen actividad inhibidora
de la ECA, debido a los compuestos bioactivos que se encuentran en ellos, tales como
compuestos fendlicos, flavonoides, terpenoides y alcaloides. De tal manera, que las plantas
medicinales se podrian usar terapéuticamente en el tratamiento de la HTA, para excluir los

efectos secundarios de los farmacos contemporéneos.

b. ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por presentar
niveles anormalmente altos de glucosa en plasma. Existen dos tipos principales de DM:
tipo 1 y tipo 2. La DM tipo 1 se caracteriza por la destruccion autoinmune de las células B

pancreaticas con la posterior pérdida completa de la produccion de insulina; mientras que
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la DM tipo 2 se basa en una pérdida relativa de la produccion insulina combinada con una
resistencia a la insulina. Estos cambios metabdlicos van acompariados de modificaciones
en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas (Lépez, 2006; Stojkovic et al.,
2019).

La DM tipo 2 se caracteriza por ser mas frecuente, representa aproximadamente el 90 por
ciento de todos los casos de diabetes en todo el mundo. Segun el Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades del Ministerio de Salud (CDC —
MINSA), hasta setiembre del afio 2022 se registré 19,842 casos de diabetes en el Perd, los
cuales el 96.5 por ciento corresponde a diabetes tipo 2 y el 1.4 por ciento diabetes tipo 1
(Ministerio de Salud, 2022).

Para el tratamiento de la DM tipo 2 resulta primordial disminuir la hiperglucemia. Esta
disminucion se puede lograr a través de la inhibicion de las enzimas o-amilasa y o-
glucosidasa, las cuales regulan la absorcion de los hidratos de carbono. La a-amilasa
participa en la degradacion de cadenas largas de almidon y la a-glucosidasa en la

descomposicion de los oligosacéridos y disacaridos (Kajaria et al., 2013; Li et al., 2018).

La medicina contemporanea ofrece una gran variedad de farmacos para el tratamiento de la
DM entre ellos se encuentran acarbosa, miglitol y voglibosa; sin embargo, genera efectos
secundarios como distension abdominal, meteorismo, hinchazon, flatulencia vy
posiblemente diarrea (Stojkovic et al., 2019; Li et al., 2018).

En la antigiiedad la diabetes se trataba con diversas plantas medicinales en diversas
culturas de todo el mundo (Marles y Farnsworth, 1995). Actualmente, se ha demostrado
por estudios experimentales y clinicos (L6opez, 2006; Kajaria et al., 2013; Li et al., 2018;
Naveen et al., 2021; Hinad et al., 2022) que las plantas medicinales presentan actividad
hipoglucemiante, y se podrian usar terapéuticamente en el tratamiento oral de la DM tipo

2, para excluir los efectos secundarios de los farmacos contemporaneos.
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C. ACTIVIDAD HIPOLIPEMIANTE

La obesidad es una enfermedad crdnica de alta prevalencia en la poblacién, se define como
una acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal y es considerado como un factor de
riesgos para varias enfermedades asociadas como la diabetes, la hipertension arterial y las
dislipidemias (Rojas et al., 2019; Ruiz et al., 2020).

La obesidad contribuye al desarrollo de dislipidemia (hiperlipidemia) que es una
enfermedad metabolica que se caracteriza por presentar altos niveles de colesterol total
(CT), colesterol de lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) vy triglicéridos (TG) o
disminucion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL). Las altas
concentraciones de CT o C-LDL aumenta significativamente el riesgo de padecer o morir a
causa de una enfermedad cardiovascular. La forma més comun es la aterosclerosis, la cual
se caracteriza por la acumulacion de grasas en el interior de las arterias que disminuye y

obstruye el flujo sanguineo (Ji et al., 2019; Ntchapdaa et al., 2015).

Para el tratamiento de la obesidad resulta primordial disminuir la absorcion intestinal de la
grasa. Esta disminucion se puede lograr a través de la inhibicién de la enzima lipasa
pancredtica, la cual participa en la hidrolisis de triglicéridos ingeridos por el ser humano,
dado que al no ser catalizados los triglicéridos no podran ser absorbidos por el epitelio
intestinal para su posterior almacenamiento en el organismo, lo sefialado es esquematizado
en la Figura 6 (Rojas et al., 2019).

El farmaco que ofrece la medicina contemporanea para la prevencién de la obesidad es el
Orlistat, el cual evita que algunas grasas de los alimentos consumidos se absorban en el
intestino, pese a ello, estudios reportan efectos adversos como heces grasosas, incremento
de la flatulencia, incontinencia fecal y trastornos en la absorcion de vitaminas liposolubles
(Rojas et al., 2019).

En los ultimos afios se ha intensificado la basqueda de medicina herbaria como tratamiento
alternativo para mejorar el perfil lipidico. Hoy en dia, estudios experimentales y clinicos
(Ntchapdaa et al., 2015; Ji et al., 2019) reportan que las plantas medicinales poseen

actividad hipolipemiante, debido a los compuestos bioactivos que se encuentran en ellos,
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tales como compuestos fenolicos y flavonoides, ademas de que provocan menos efectos
secundarios. De tal manera, que las plantas medicinales se podrian usar para el tratamiento

y prevencion de la obesidad.
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Figura 6: Mecanismo de accion de la lipasa pancreéatica en la absorciéon de

lipidos

TG: Triglicéridos, MG: Monoacilgliceroles, FA: Acidos grasos.
FUENTE: Adaptado de Birari y Bhutani (2007)

d. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad que presentan los
microbios (bacterias, virus, parasitos u hongos) de sobrevivir en presencia de un farmaco
quimico que anteriormente era eficaz para eliminar o inhibir su crecimiento. Actualmente,
la RAM bacteriana es una de las mayores amenazas para la salud publica a nivel mundial,
esto sucede por el uso excesivo y mala administracion de antibiéticos (Ecevit et al., 2022).

La RAM causa que los farmacos, asi como los tratamientos pierdan su efectividad, dando
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como resultado una mayor morbilidad y mortalidad de los pacientes, asi como una menor
atencion hospitalaria y un aumento de los costos en el cuidado de la salud (Friedman et al.,
2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) notificd el incremento de los niveles de
resistencia de bacterias causantes de septicemias (Klebsiella pneumoniae o Acinetobacter
spp.), enfermedad de transmision sexual (Neisseria gonorrhoeae), infeccion de las vias
urinarias (Escherichia coli) entre otros (PAHO/WHO, 2022). En el Perd, se han observado
elevados niveles de resistencia de bacterias responsables de infecciones tales como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Streptococcus
pneumoniae). Asimismo, se ha registrado resistencia de bacterias causantes de
enfermedades como la gonorrea (Neisseria gonorrhoeae) y la tuberculosis (Mycobacterium
tuberculosis) (Quino y Alvarado, 2021).

En los Gltimos afos se ha incrementado la busqueda de agentes antibidticos de origen
natural. Diversos estudios reportan que los compuestos fendlicos extraidos de diversas
fuentes naturales, principalmente de plantas, presentan una actividad antimicrobiana. Esto
los posiciona en candidatos de gran interés para combatir las infecciones microbianas y

prevenir la aparicion de cepas resistentes a los farmacos (Ecevit et al., 2022).

2.25. APLICACIONES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA

A continuacion, se detalla las aplicaciones que estan presentando los compuestos fendlicos

en la industria alimentaria:

a. PELICULAS Y RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Actualmente, se evidencia un interés creciente en desarrollar peliculas y recubrimientos
comestibles para el envasado de alimentos, a partir de la incorporacion de compuestos
activos que puedan inhibir eficazmente la oxidacion y el deterioro microbiano. Este interés
surge a raiz del impacto negativo en la salud asociado al uso de aditivos sintéticos para la

conservacion de productos alimenticios (De Araujo et al., 2021; Kumar et al., 2022).
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Estudios han demostrado que los compuestos fenolicos pueden usarse como fuentes
factibles y eficientes en peliculas y recubrimientos comestibles. Por ejemplo, Zhang et al.
(2018) reportaron que el empleo de antocianinas extraidas de la flor de Jamaica junto con
polimeros biodegradables del almidén permitié obtener una pelicula inteligente que posee
la capacidad de medir el pH, lo que facilita el monitoreo de la frescura de la carne de
cerdo. De manera similar, Kanatt (2020) reportdé que utilizando un extracto de hoja de
Amaranthus rico en compuestos fendlicos junto con alcohol polivinilico y gelatina,
permitio obtener una pelicula que aumento la vida util y facilita el monitoreo de la frescura

de la carne de pollo y del pescado.

b. COLORANTES NATURALES

En los ultimos afios, existe una mayor conciencia que el uso de colorantes sintéticos
ocasiona efectos adversos sobre la salud. Como resultado de esta preocupacion, se ha
incrementado la bdsqueda de colorantes naturales en la industria alimentaria, se
encontraron que los compuestos fendlicos que presentan un gran potencial para ser
utilizados como colorantes naturales, brindando tonalidades de rojo, amarillo-naranja, azul
y verde. Ademas, estos compuestos brindan un alto valor agregado y tienen un costo

relativamente bajo (De Aradujo et al., 2021).

Diversos estudios han demostrado que las antocianinas son utilizadas como colorantes
naturales en la industria de bebidas, lactea (yogurt) y confiteria (caramelos, chicles,
gomitas). Por ejemplo, Luna et al. (2018) indicaron que el uso de las antocianinas extraidas
a partir de la mazorca de maiz morado sirve como colorante natural en bebidas. Ademas,
Matus et al. (2022) reportaron que las antocianinas extraidas del rabano funcionaron como
un colorante natural en el yogurt, y ademas brind6 un valor agregado al producto debido a
que las antocianinas presentan propiedades antioxidantes. De manera similar, Saberian et
al. (2021) sefialaron que las antocianinas a partir de col lombarda pueden emplearse como

colorante natural en gomitas bajas en calorias.

Si bien la mayoria de los estudios se han enfocado en el uso de las antocianinas, se debe

tener en cuenta que existen otros compuestos fenolicos que presentan el mismo potencial
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para usarse como colorantes naturales, tales como &cidos fendlicos y otras clases de
flavonoides (De Araudjo et al., 2021).

C. INGREDIENTES PREBIOTICOS

El efecto prebiotico se define como la estimulacion del crecimiento de bacterias
probidticas que equilibran la microflora intestinal y otorgan beneficios para la salud del
huésped. Actualmente, estudios reconocen que los compuestos fendlicos sirven como
prebidticos, debido a la capacidad que presentan para modificar la composicion de la
microflora intestinal del huésped (Aravind et al., 2021; De Aradujo et al., 2021).

Por ejemplo, Jiao et al. (2019) indicaron que el extracto de polifenol a partir de arandano
sirvid como un agente prebiotico para ratones de la cepa consanguinea C57BL/6J que
fueron inducidos a obesidad a través de una dieta alta en grasas. Esto se debe a que el
extracto influyo la composicion de la microflora intestinal, aumenté el crecimiento y
establecimiento de bacterias probidticas del genero Bifidobacterium, y contribuyd a que
mejore el metabolismo de los lipidos y una disminucién de la obesidad. De manera similar,
Moreno et al. (2016) indicaron que la ingesta de vino tinto rico en polifenoles aumentd el
crecimiento de bacterias probidticas del género Bifidobacterium y Lactobacillus y bacterias
productoras de butirato (Faecalibacterium prausnitzii y Roseburia) las cuales han sido
asociados con la inhibicion de enfermedades metabolicas como obesidad, diabetes e

inflamacion.

2.3. EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO

2.3.1. FUNDAMENTO

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es una tecnologia que se caracteriza por
generar energia mecanica a través de las ondas de ultrasonido. Estds ondas causan la
ruptura de la pared celular, esto contribuye a que incremente la penetracion del solvente y
permita la liberacion de los compuestos fendlicos (Medina, 2017).
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En la Figura 7, se muestra el paso a paso de como se realiza la EAU. Donde: 1) La muestra
se coloca en el recipiente. 2) Se afiade solvente de extraccion. 3) La sonda de ultrasonido
se pone en contacto con la muestra. 4) La propagacion e implosion de cavidades de
ultrasonido conduce a altas temperaturas y presiones localizadas que dan como resultado

una extraccién mejorada. 5) Se obtiene la muestra extraida (Weggler et al., 2020).
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Figura 7: Principio de la Extraccion Asistida por Ultrasonido

FUENTE: Adaptado de Weggler et al. (2020)

Esta tecnologia a diferencia de otras presenta como ventaja la reduccion de los tiempos de
extraccion y los volimenes de solventes de extraccion. Asimismo, la capacidad de que el
solvente de extraccién penetre con facilidad mejora y con ello genera una mayor

recuperacion de los compuestos bioactivos (Kumar et al., 2021).

2.3.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE EXTRACCION DE
COMPUESTOS FENOLICOS

Entre los factores implicados en la EAU se encuentra principalmente la frecuencia, la
potencia, el ciclo de trabajo, la temperatura, el tiempo, el tipo de solvente y la relacion
liquido-solido. Estas deben evaluarse para conocer el efecto positivo o negativo sobre la
muestra, y con ello poder realizar una optimizacién (Weggler et al., 2020; Kumar et al.,
2021). A continuacion, se detalla los factores que se estudiaran en la presente

investigacion:
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a. TEMPERATURA

El aumento de la temperatura en un inicio aumenta el rendimiento de la EAU, por
incremento de la propiedad de desorcion y la solubilidad del soluto en el solvente. Sin
embargo, el aumento adicional de la temperatura disminuye el rendimiento debido al
efecto de cavitacion debilitado. Esto se debe a que las burbujas que se forman implosionan
con menor intensidad y disminuye el dafio a la ruptura de la pared celular, lo cual reduce el

rendimiento (Kumar et al., 2021).

Es fundamental seleccionar una temperatura de extraccion acorde al compuesto objetivo de
extraccion, con el fin de evitar la degradacion de compuestos termolabiles (Chemat et al.,
2016). En el caso de los compuestos fendlicos, se ha observado que temperaturas elevadas
(>50 °C) afectan su integridad, y que aquellos compuestos fendlicos de bajo peso

molecular son mas sensibles ante la presencia de calor (Medina, 2017; Soto, 2022).

b. TIEMPO

El tiempo de extraccion es un parametro que puede influir positivamente o negativamente
en el rendimiento de la EAU. Por lo general, el aumento inicial en el tiempo de extraccion,
hace que el efecto de cavitacion del ultrasonido mejore el hinchamiento, la hidratacion, la
fragmentacion y la formacion de poros de la matriz de tejido vegetal de donde se extraera
el soluto. En cambio, la extraccion por ultrasonido durante mucho tiempo causa dafio
estructural al soluto y disminuye el rendimiento de extraccion. Ademas, un tiempo de
extraccion superior al necesario puede inducir el aumento de los costos energéticos y

operativos del proceso (Kumar et al., 2021; Tomsik et al., 2016).

C. SOLVENTE

La seleccion del solvente apropiado para la EAU esta determinada por la polaridad, el
punto de fusion, el punto de ebullicion, densidad, gravedad especifica, la afinidad hacia el
compuesto objetivo, asi como la pureza y la actividad del compuesto extraido. Para la EAU
de compuestos fendlicos se han utilizado diferentes solventes, tales como agua acidulada,

etanol, alcoholes, acetona, agua entre otros (Chemat et al., 2016; Dzah et al., 2020).
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Numerosos estudios sefialan que el etanol posee la mayor afinidad para la extraccion de
compuestos fenolicos. Ademas, el etanol destaca como un solvente ideal por ser facil de
conseguir y ser una sustancia generalmente reconocida como segura (GRAS, de sus siglas
en inglés, Generally Recognized as Safe). La concentracion de etanol es uno de los factores
mas importantes que afecta el rendimiento durante la EAU. EIl objetivo a largo plazo, es
eliminar el uso de etanol al momento de realizar la extraccion; sin embargo, hasta el
momento solo ha sido posible reducir la cantidad de volumen que se utiliza (Kumar et al.,
2021).

2.4. METODOLOGIA DE SUPERFICIE RESPUESTA

La Metodologia de Superficie Respuesta (MSR) se describe como un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas que se utilizan para la construccién de modelos empiricos. Esta
metodologia fue descrita por primera vez por Box y Wilson en 1951 para mejorar y
optimizar los procesos de produccion en la industria quimica. Posteriormente, a raiz de la
investigacion llevada a cabo por Taguchi sobre el Método Taguchi, junto con los diversos
disefios de experimentos desarrollados por Myers y Montgomery, la Metodologia de
Superficie de Respuesta ha evolucionado hasta alcanzar su forma actualmente reconocida
(Sarabia et al., 2019; Amago, 2001).

La MSR se puede utilizar para modelar y optimizar cualquier respuesta que esté
influenciada por dos 0 mas factores de carécter cuantitativo. En los ultimos afios, la MSR
ha captado la atencidn de las diferentes industrias. Actualmente, la industria alimentaria
estd empleando esta metodologia para modelar y optimizar el proceso de extraccion de
compuestos bioactivos, tales como extraccion convencional, extraccion asistida por
microondas, extraccion con fluido supercritico y extraccion asistida por ultrasonido
(Sarabia et al., 2019; Weremfo et al., 2022).

2.4.1. ETAPAS DE OPTIMIZACION

Existen tres etapas para la busqueda del punto 6ptimo, los cuales son: cribado, busqueda |
0 de primer orden y busqueda Il o de segundo orden (Gutiérrez y De la Vara, 2008). A

continuacion, se describe brevemente cada una de estas etapas:
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a. SCREENING o CRIBADO

La optimizacion de un proceso se inicia con esta etapa cuando tiene muchos factores que
influyen en la variable de interés. En esta etapa es necesario realizar un experimento para
identificar los pocos factores que tienen mayor influencia, dicho de otro modo, conocer

que factores son significativos (Gutiérrez y De la Vara, 2008).

b. BUSQUEDA | O DE PRIMER ORDEN

Esta etapa se aplica cuando se tienen pocos factores, y se sabe que éstos influyen en la
variable de respuesta. En esta etapa se corre un disefio de primer orden que permita
caracterizar en forma preliminar el tipo de superficie de respuesta y detectar la presencia de
curvatura. Los disefios experimentales que se ajustan a un modelo lineal o de primer orden
son Disefio Factorial Completo o Fraccionado con repeticiones al centro (Gutiérrez y De la
Vara, 2008).

C. OPTIMIZACION FINAL

Esta etapa comienza en el momento que se detecta la presencia de curvatura, o bien,
cuando la superficie es mas complicada que un hiperplano, de tal manera que se corre 0 se
completa un disefio de segundo orden para caracterizar mejor la superficie y modelar la
curvatura. Los disefios experimentales se ajustan a un modelo de segundo orden son los
siguientes: Disefio Central Compuesto y Disefio Box-Behnken (Gutiérrez y De la Vara,
2008).

El disefio Box-Behnken (DBB) se utiliza con frecuencia para mejorar los modelos después
de haber determinado los factores importantes, a través de disefios de cribado o disefios
factoriales, especialmente si se sospecha que existe curvatura en la superficie de respuesta.
Ademas, el DBB genera una superficie de respuesta mayor utilizando un menor nimero de
corridas experimentales, por consiguiente, su ejecucion resulta menos costosa (Myers et
al., 2016; Ramon, 2019).
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Myers et al. (2016) y Ramon (2019) indican que el DBB presenta las siguientes

caracteristicas:

- Requieren un numero de experimentos (N), el cual se determina con la siguiente
férmula: N =2k (k — 1) + Co, donde Kk es el nimero de factores y Co es el nimero de

puntos centrales.

- Cada factor (variable independiente) presenta 3 niveles, los cuales son valores

igualmente espaciados y se codifican de la siguiente manera (-1, 0, +1).

- Es un disefio esférico, ya que todos los puntos estan localizados en los bordes del
cubo a una distancia de V2 del centro de disefio. De tal manera, no presenta puntos

factoriales ni puntos axiales.

2.4.2. OPTIMIZACION MULTI-RESPUESTA

La optimizacion multi-respuesta permite considerar diversas variables respuestas para
obtener un resultado con mejores propiedades. En el caso que se realice la optimizacion
con una caracteristica resultaria inadecuado para las otras caracteristicas. Por esta razon, es
necesario primero construir un modelo de superficie para cada variable respuesta, y
después encontrar un conjunto de condiciones que optimice todas las caracteristicas de

interés (variables respuestas) (Gutiérrez y De la Vara, 2008; Pandia, 2020).

Dentro de la metodologia de optimizacién multi-respuesta, se han propuesto diversos
enfoques por distintos investigadores. Gutiérrez y De la Vara (2008) lo clasifican en dos

métodos: Método grafico y Método de la funcion de deseabilidad.

a. METODO GRAFICO

Se caracteriza por emplear la superposicion de graficas de contornos para abordar

problemas de optimizacion de maultiples respuestas. Este método es directo y sencillo; sin
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embargo, cuenta con limitaciones en sistemas extensos, es decir, en aquellos que se utilizan

numerosas variables independientes y variables respuestas (Rubio, 2019).

b. METODO DE LA FUNCION DE DESEABILIDAD

El método de la funcion de deseabilidad fue propuesto originalmente por Harrington, y
después fue mejorado por Derringer y Suich en el afio 1980. Este método consiste en
convertir cada funcion de respuesta en una funcién de deseabilidad y luego se busca
maximizar la media geométrica de estas funciones de deseabilidad para obtener el punto
Optimo buscado, para esto se requiere que todas las Y estén en la misma escala (Cruz,
2011; Rubio, 2019).

Esto se realiza mediante la conversion de cada respuesta predicha (yi) en un valor de
deseabilidad individual (di) que se sitda en el rango de 0 a 1. En este contexto, di= 1 indica
que la respuesta y; cumple con su valor deseado; mientras que di= 0 sefiala que la respuesta
se encuentra fuera de una regién aceptable. La transformacién de los valores d; se realiza
en funcién de las especificaciones y del valor objetivo de cada Y. Posteriormente, se
seleccionan las variables del disefio con el fin de maximizar la condicion de deseable

global:

D = (di*do* ... * dy)t

Donde: n = Respuestas.

La forma de la funcién de deseabilidad puede especificarse con transformaciones
unilaterales o bilaterales, su uso depende si la investigacion busca maximizar o minimizar

la respuesta, o si se pretende alcanzar un valor objetivo (Cruz, 2011).

En la Figura 8, se muestran las transformaciones unilaterales y bilaterales. Donde: (1) La
funcion de deseabilidad unilateral a utilizar cuando su objetivo es maximizar una
respuesta. (2) La funcion de deseabilidad unilateral a utilizar cuando su objetivo es
minimizar una respuesta. (3) La funcion de deseabilidad bilateral a utilizar cuando su
objetivo es que Yy esté tan cerca como sea posible de la especificacion (Montgomery, 2011).
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Ademas, en la Figura 8 se aprecia que en el eje de las abscisas las letras L, T y U; la letra
“T” representa el objetivo de una variable respuesta; mientras que la letra “L” y “U”

significa el minimo y méaximo valor aceptable, respectivamente (Cruz, 2011; Pandia,
2020).

1) (2)

0 1
=r= r>1

(3)

L T U y
Figura 8: Funciones con condicion de deseables individuales para la

optimizacién simultanea

FUENTE: Adaptado de Montgomery (2011)
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se desarrollé en las instalaciones del area de Biotecnologia
Industrial & Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM).

3.2. MATERIAPRIMA

- Hojas de las plantas de Cedroncillo (Aloysia herrerae Moldenke), provenientes del

sector Tucsa, distrito de Pisac, provincia de Calca, region de Cusco.

- Hojas de las plantas de Pampa mufia (Hedeoma mandoniana Wedd), provenientes
de la Comunidad de Pampahuasi, distrito de Tupac Amaru, provincia de Canas,

region de Cusco.

Las plantas fueron recolectadas durante la etapa de floracion e identificadas en el Herbario
Augusto Weberbauer de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM).

3.3.  EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

3.3.1. EQUIPOS

- Agitador magnético con placa calefactora (CAT, M6, Alemania)
- Agitador orbital (Heidolph, Polymax 2040, Alemania)

- Agitador vortex (Heidolph, Reax control, Alemania)

- Balanza analitica (OHAUS, AR2140, EE. UU.)



3.3.2.

Bario de calentamiento recirculante (Julaba, ED-5M, Alemania)

Bomba de vacio (Vacuumbrand, ME2C, Alemania)

Centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5804R, Alemania)

Congeladora (Electrolux, H300, Brasil)

Cromatdgrafo liquido de alta performance (HPLC) (Waters, 2695, EE. UU.)
acoplado a detector de arreglo de diodos (PDA) (Waters, 2996, EE. UU.)
Cromatografo liquido de ultra performance (UPLC) (Waters, Acquity UPLC H-
Class, Irlanda) acoplado a detector de arreglo de diodos (PDA) (Waters, Acquity
UPLCH-Class, Irlanda)

Equipo digital de bafio seco (Benchmark Scientific, BSH 1004, EE. UU.)

Estufa de vacio (VWR, 1400E-2, EE. UU.)

Espectrofotdmetro (Thermo Spectronic, Genesys 10 UV/Vis, EE. UU.)

Lector de microplacas de fluorescencia (BioTek, Synergy 2, EE. UU.)

Lector de microplacas UV/Vis (BioTek, EON, EE. UU.)

Microcentrifuga (Hettich, Mikro 120, Alemania)

Molino de laboratorio (IKA, All basic, Alemania)

Potenciometro (Thermo Orion, Star A211, EE. UU.)

Placa calefactora (Faithful, SH-4A, China)

Refrigeradora (LG, GR-482BEF, Corea)

Rotavapor (Heidolph, Laborotta 4000, Alemania)

Secador de bandejas (E&H, Eurf. 200t, Per()

Sistema de purificacién de agua (Merck, Simplicity UV, Alemania)
Ultracongeladora (Panasonic, MDF-U5586SC-PA, Japdn)

Ultrasonido (Branson Ultrasonics Corporation, Branson SFX250, EE. UU.) con
transductor (Branson Ultrasonics Corporation, 102C, México) y sonotrodo de ¥2”
de diametro (Branson Ultrasonics Corporation, 101-147-037, EE. UU.)

MATERIALES

Material de plastico: tubos de reaccion de 1, 2 y 5 mL, tubos cdnicos para
centrifuga de 15 y 50 mL, puntas para pipetas, microplaca de color blanco (Brand,
781605, Alemania) y microplaca de color transparente (Brand, 781602, Alemania)

entre otros.
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3.3.3.

Material de vidrio: matraces Erlenmeyer, probetas graduadas, tubos de ensayo,
placas petri, vasos de precipitado, frascos color &mbar, bagueta entre otros.
Micropipetas monocanal de 20-200 uL, 100-1000 uL y 500-5000 uL (Brand
Transferpette™ S, Alemania).

Micropipeta multicanal de 30-300 pL (Brand Transferpette™ S, Alemania).
Columna cromatogréfica Acquity UPLC® BEH Cgg (1.7 um, 100 mm x 2.1 mm
DI) (Waters, Irlanda) y precolumna VanGuard BEH Cig (1.7 um, 5 mm x 2.1 mm
DI) (Waters, Irlanda).

Columna cromatografica Symmetry Cig (5 pm, 150 mm x 4.6 mm DI) (Waters,
Irlanda) y precolumna Symmetry Cig (5 um, 20 mm x 3.9 mm DI) (Waters,
Irlanda).

Filtro PTFE hidrdfilo de 0.20 um (Merck Millipore, SLLGRO4NL, Japdn).

Tamices de malla de 106 um y de 500 um (WS Tyler, EE. UU.).

Otros materiales: Termometro, bolsas Ziploc, espatulas, gradillas, magnetos, papel

aluminio.

REACTIVOS

AAPH (2,2’-azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro) (Sigma Aldrich, EE.
uu.)

ABTS (Acido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) (Sigma Aldrich,
EE. UU.)

Acetato de etilo grado HPLC (J.T. Baker, EE. UU.)

Acetona (J.T. Baker, EE. UU.)

Acetonitrilo (J.T. Baker, EE. UU.)

Acido clorhidrico (J.T. Baker, México)

Acido trifluoroacético (Sigma Aldrich, EE. UU.)

Alcohol etilico (J.T. Baker, EE. UU.)

Almidon soluble (J.T. Baker, EE. UU.)

Carbonato de sodio (J.T. Baker, EE. UU.)

Cloruro de calcio dihidrato (Merck, Alemania)

Cloruro de sodio (Merck, Alemania)

DMACA (p-(dymethyl-amino) cinnamaldehyde) (Sigma Aldrich, EE. UU.)
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3.4.

Enzimas: o-amilasa pancreatica porcina VI-B (Sigma Aldrich, EE. UU.), a-
glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae Tipo | (Sigma Aldrich, EE. UU.), enzima
convertidora de la angiotensina-I de pulmén de conejo (Sigma Aldrich, EE. UU.) y
lipasa pancreética de porcino (Sigma Aldrich, EE. UU.)

Estandares de compuestos fendlicos: acido galico, catequina, quercetina, acido
cafeico, acido p-cumarico, luteolina, apigenina, naringenina entre otros (Sigma
Aldrich, EE. UU.)

p- nitrofenil-a-D-glucopiranosa (Sigma Aldrich, EE. UU.)

Folin- Ciocalteu 2 N (Merck, Alemania)

Fosfato de potasio monobasico (Fermont, México)

Fosfato de potasio dibasico (Fermont, México)

Fosfato de sodio dibasico (Merck, Alemania)

Fosfato de sodio monobasico (Merck, Alemania)

Hidroxido de sodio en perlas (Fermont, México)

Metanol (J.T. Baker, EE. UU.)

N-Hipuril-histidil-leucina hidratada 95% (Sigma Aldrich, EE. UU.)

Tartrato de sodio y potasio (Merck, Alemania)

Tetraborato de sodio anhidro 99.99 por ciento (Sigma Aldrich, EE. UU.)

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico) (Sigma Aldrich,
EE. UU.)

3,5-4cido dinitrosalicilico (Sigma Aldrich, EE. UU.)

4-Metilumbeliferil oleato (Sigma Aldrich, EE. UU.)

METODOS DE ANALISIS

3.4.1. DETERMINACION DE HUMEDAD

El contenido de humedad se determino de acuerdo con el método 934.01 (AOAC, 2016).

En una placa fueron pesados aproximadamente 1 gramo de muestra. Posteriormente, se

colocé en una estufa a una presién de vacio 25 pulg de Hg y temperatura de 80 °C, hasta

obtener peso constante. El contenido de humedad se determind por triplicado para cada

muestra y se expresaron en porcentaje. La expresion para estimar el contenido de humedad

es:
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P, — Pg
Py

Contenido de humedad (%) = X 100

Donde: Pn: Peso de muestra humeda (g). Ps: Peso de muestra seca (g)

3.4.2. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Para la preparacion del extracto, se pesé 0.5 g de muestra en un tubo conico para centrifuga
de 50 mL y se mezcl6 con 12.5 mL de metanol al 80 por ciento. Posteriormente, se llevo a
agitacion durante 10 minutos. Se Ilevo a almacenamiento bajo refrigeracion por 24 horas.
El extracto obtenido se llevd a centrifugar a 6000 RPM (4951 g) por un tiempo de 10
minutos y se separ6 el sobrenadante. El sobrenadante obtenido se almacend en envase

ambar y se guardd en refrigeracion hasta su posterior analisis.

Los compuestos fenolicos totales se midieron por el método de Folin-Ciocalteu segun lo
descrito por Singleton y Rossi (1965). Este método se basa en la reaccion de los
compuestos fenolicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu, la cual se lleva a cabo a pH
béasico, y para ello se emplea una disolucion de carbonato de sodio. La oxidacion de los
polifenoles presentes en la muestra da lugar a una coloracion azul susceptible de ser

determinada espectrofotométricamente a 755 nm.

La cuantificacion de los compuestos fenolicos totales se realizé en tubos de ensayo de 5
mL de capacidad y protegidos de la luz se colocaron 500 pl de extracto de muestra diluida,
250 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu IN y 1250 ul de carbonato de sodio (75 g/L).
Posteriormente, se procedié a homogeneizar la mezcla en un vortex y se dejé reposar por
un tiempo de 30 minutos en oscuridad. Después, se midid la absorbancia de la mezcla a
755 nm frente a un blanco (500 pl de agua destilada en lugar de la muestra) en un
espectrofotometro UV/Vis. Los resultados se calcularon sobre la base de una curva de
calibracion de acido galico y se expresaron como acido galico equivalente por gramo de
muestra en base seca (mg AGE/g bs). Las muestras se analizaron por triplicado y se

calculd el valor promedio y la desviacion estandar.
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3.4.3. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS LIBRES

Para la obtencidn del extracto se siguio lo descrito por Galvez et al. (2019) con algunas
modificaciones. Para esta etapa, se peso una cantidad de 0.5 g de muestra en un tubo
conico para centrifuga de 50 mL y se mezcl6 con 2 mL de metanol/acetona/agua
(45:45:10, v/iviv). Posteriormente, se llevo a agitacion a 200 RPM durante 1 hora y a
temperatura ambiente. La mezcla fue centrifugada a 6000 RPM (4951 g) por 15 minutos, el
sobrenadante fue recuperado y sobre el residuo se realizé una segunda extraccion bajo las
mismas condiciones, pero por 30 minutos. Luego, la mezcla homogeneizada se centrifugd
a 6000 RPM (4951 g) por 15 minutos y se recuperd el segundo sobrenadante. Ambos
sobrenadantes se juntaron, y se almaceno en un envase &mbar a una temperatura de -20 °C,

hasta su posterior analisis.

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos libres se siguio el mismo procedimiento
para la cuantificacién de compuestos fenolicos totales (3.4.2). Los resultados se expresaron
como acido galico equivalente por gramo de muestra en base seca (mg AGE/g bs). Las
muestras se analizaron por triplicado y se calcul6 el valor promedio y la desviacion

estandar.

3.4.4. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS LIGADOS

Para la obtencidn del extracto se siguio lo descrito por Galvez et al. (2019) con algunas
modificaciones. Para esta etapa, se pes6d una cantidad de 0.5 g de muestra en un tubo
conico para centrifuga de 50 mL y se mezcl6 con 2 mL de metanol/acetona/agua
(45:45:10, v/iviv). Posteriormente, se llevo a agitacion a 200 RPM durante 1 hora y a
temperatura de ambiente. La mezcla homogenizada fue centrifugada a 6000 RPM (4951 g)
por 15 minutos, el sobrenadante fue eliminado y sobre el residuo se realizé una segunda
extraccion bajo las mismas condiciones y por 30 minutos. Luego, la mezcla
homogeneizada se centrifugd a 6000 RPM (4951 g) por 15 minutos y se elimino el
segundo sobrenadante. Al residuo obtenido se le adicion6 20 mL de hidréxido de sodio
(NaOH) 3N. La hidrdlisis alcalina fue realizada bajo agitacion a 200 RPM por 88 minutos
y a temperatura ambiente. Luego, la mezcla obtenida fue neutralizada a un pH de 2.5-3.0

con &cido clorhidrico concentrado. Después, se realizo dos veces la particion con 10 mL de
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acetato de etilo. Luego, se junto las fracciones de acetato de etilo y se concentro al vacio a
45 °C hasta sequedad. Los compuestos fenolicos fueron reconstituidos en agua Milli-Q (5
mL). El extracto acuoso final fue almacenado en envases dmbar y se conservo a una

temperatura de -20 °C, hasta su posterior analisis.

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos ligados se siguié el mismo
procedimiento para la cuantificacion de compuestos fenolicos totales (3.4.2). Los
resultados se expresaron como &cido galico equivalente por gramo de muestra en base seca
(mg AGE/g bs). Las muestras se analizaron por triplicado y se calcul6 el valor promedio y

la desviacién estandar.

3.45. DETERMINACION DE FLAVANOLES TOTALES

Se siguio el método propuesto por Delcour y Varebeke (1985) con algunas modificaciones.
Se empled el extracto obtenido para el andlisis de compuestos fendlicos totales (3.4.2). En
tubos de ensayo protegidos de la luz se colocé 200 pL de muestra diluida y 1000 pL del
reactivo cromogénico (DMACA). Luego, se procedié a homogeneizar la mezcla en un
vortex y se midid la absorbancia de la mezcla a 640 nm frente a un blanco (200 pl de agua
en lugar de la muestra) en un espectrofotdmetro UV/Vis. Los resultados se calcularon
sobre la base de la curva de calibracién de catequina y se expresaron como mg catequina
equivalente por gramo de muestra en base seca (mg catequina/g bs). Las muestras se

analizaron por triplicado y se calcul6 el valor promedio y la desviacion estandar.

3.4.6. DETERMINACION DE FLAVONOLES TOTALES

Se siguid el método propuesto por Chang et al. (2002) con algunas modificaciones. Se
empled el extracto obtenido para el analisis de compuestos fendlicos totales (3.4.2). En
tubos de ensayo protegidos de la luz se coloco 250 puL de muestra diluida, 750 pL de
etanol al 96 por ciento, 50 pL de cloruro de aluminio al 10 por ciento, 50 uL de acetato de
potasio 1 M y 1400 pL de agua destilada. Luego, se procedié a homogeneizar la mezcla en
un vortex y se dejé reposar por 30 minutos en oscuridad. Después, se midi6 la absorbancia
de la mezcla a 415 nm frente a un blanco (250 pl de agua en lugar de la muestra) en un

espectrofotometro UV/Vis. Los resultados se calcularon sobre la base de la curva de
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calibracion de quercetina y se expresaron como mg quercetina equivalente por gramo de
muestra en base seca (mg quercetina/g bs). Las muestras se analizaron por triplicado y se

calculd el valor promedio y la desviacion estandar.

3.4.7. DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se determino la capacidad antioxidante por los siguientes métodos:

a. METODO ABTS

Se empled el extracto obtenido para el analisis de compuestos fendlicos totales (3.4.2). El
analisis ABTS se realiz6 de acuerdo con lo propuesto por Arnao et al. (2001). En tubos de
ensayo protegidos de la luz se colocd 150 ul de extracto de muestra diluida con 2850 pl de
la solucion diluida de ABTS'. Luego, se procedi6é a homogeneizar la mezcla en un vortex
y se dejo reposar por 1 hora y 30 minutos en oscuridad. Al concluir este tiempo, se midio
la absorbancia de la mezcla a 734 nm frente a un blanco (150 pl de metanol en lugar de la
muestra) en un espectrofotometro UV/Vis. Los resultados se calcularon a partir de una
curva estandar elaborada con Trolox y se expresaron como umol de Trolox equivalente por
gramo en base seca (umol TE/g bs). Las muestras se analizaron por triplicado y se calculd

el valor promedio y la desviacion estandar.

b. METODO ORAC

Se empled el extracto obtenido para el analisis de compuestos fendlicos totales (3.4.2). El
analisis ORAC se realiz6 de acuerdo con lo propuesto por Ou et al. (2001) y Huang et al.
(2005). Se empled una microplaca donde se colocd 25 uL del blanco que es el buffer
fosfato (75 mM, pH 7.4), las muestras diluidas y las diluciones de la curva Trolox.
Posteriormente, la microplaca ingreso al lector de microplacas de fluorescencia, aqui fue
incubada durante 10 minutos a 37 °C con 250 uL de fluoresceina (55 nM) hasta la
inyeccion de 25 puL de solucion de AAPH (153 nM). La fluorescencia fue medida cada
minuto durante un tiempo de 50 minutos. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda
de excitacion de 485 nm y a una longitud de onda de emision de 528 nm. Los resultados se

calcularon a partir de una curva estandar elaborada con Trolox y se expresaron como pumol
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de Trolox equivalente por gramo en base seca (umol TE/g bs). Las muestras se analizaron

por triplicado y se calculd el valor promedio y la desviacion estandar.

3.4.8. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR UPLC®-PDA

El presente analisis se realizd de acuerdo con el método reportado por Campos et al.
(2022). Se utilizé el extracto 6ptimo de compuestos fendlicos obtenido por ultrasonido. El
analisis se realizd en un Cromatografo liquido de ultra performance (UPLC) (Waters,
Acquity UPLC H-Class, Irlanda) acoplado a detector de arreglo de diodos (PDA) (Waters,
Acquity UPLCH-Class, Irlanda) y se emple6 el software Empower. La separacion
cromatografica se realiz6 en una columna Acquity UPLC® BEH C18 (1.7 um, 100 mm x
2.1 mm DI) (Waters, Irlanda) con precolumna VanGuard BEH C18 (1.7 pm, 5 mm x 2.1
mm DI) (Waters, Irlanda).

La fase movil estuvo compuesta por dos solventes: agua con acido férmico al 0.1 por
ciento (Solvente A) y acetonitrilo con acido formico al 0.1 por ciento (Solvente B). El
gradiente fue el siguiente: se inicié con 2% B por 2 min, se aumento al 7% B a los 4 min,
12% B a los 15 min, 26% B a los 20 min, 55% B a los 25 min, 95% B a los 26 min, se
mantuvo al 95% B hasta los 29 min, disminuy6 de 95% a 2% B en 1 min, y finalmente se

mantuvo al 2% B durante 3 min (para retomar las condiciones iniciales).

El andlisis total se realiz6 en 30 min, la columna se mantuvo a 30 °C y el caudal fue de 0.2
ml/min y la muestra inyectada fue 2 pL. La deteccion se monitoreo en el espectro UV-Vis
(200 a 700 nm). Los compuestos fendlicos fueron identificados por comparacion de los

tiempos de retencion y espectros de absorcidn de estandares previamente inyectados.

3.4.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

Se evalu6 midiendo el grado de inhibicion de las enzimas digestivas a-amilasa y a-

glucosidasa siguiendo la metodologia del Manual Enzimatico de Worthington (1993).

40



a. ACTIVIDAD DE INHIBICION DE LA ENZIMA o-AMILASA

La deteccion de la inhibicion de la enzima o-amilasa se realizd de acuerdo con lo
propuesto por Worthington (1993) con ligeras modificaciones. En tubos de ensayo con
tapa rosca de 20 mL de capacidad se coloc6 100 ul de muestra (obtenido segln item
3.4.2.). Posteriormente, se agregé 100 ul de la enzima o-amilasa (0.5 mg/mL) en buffer
fosfato de sodio 0.02 M (pH 6.9 con 0.006 M NaCl). Luego, se homogeneiz0 y pre-incubo
durante 10 min a 25 °C. Despueés de la pre-incubacion, se agregd 100 pl de solucién de
almidon al 1 por ciento en buffer fosfato de sodio 0.02 My se incub6 la mezcla durante 10
min a 25 °C. Para detener la reaccion se afiadio 1 mL de DNS, esta solucion se obtuvo
mezclando 10 g de &cido dinitrosalicilico en 500 mL de agua destilada con 300 g de
tartrato de sodio y potasio, y 200 mL de NaOH 2N, enrasando la mezcla hasta 1000 mL
con agua destilada. Posteriormente, se colocaron las tapas roscas a los tubos para incubar
en bafio maria a 100 °C por 10 minutos, se enfrié a temperatura ambiente y a la mezcla
reactante se diluyd agregando 5 mL de agua destilada para medir la absorbancia a 540 nm.
La absorbancia final de la muestra se obtuvo por sustraccién de la lectura del blanco de
muestra, que contiene 100 pL de buffer en lugar de la solucion enziméatica. La muestra se
comparé con un control que contiene 100 uL de agua destilada en lugar de muestra. La
actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa se expresé como porcentaje de inhibicion y se

calculd de la siguiente manera:

A(control)_((A(muestra)_A(blanco de muestra)) X 100

Actividad inhibidora de a-amilasa (%) = "
(control)

Donde: A(control): Absorbancia del control, donde en lugar de muestra hay agua destilada.
Amuestra): Absorbancia de la muestra a evaluar. Aplanco de muestra): Absorbancia del blanco de

muestra, donde en lugar de solucion enzimatica hay una solucion buffer.

La actividad inhibitoria de la enzima o-amilasa se determinG a cinco concentraciones de
muestra. Las mediciones se realizaron por triplicado y se determind el valor ICso, que se
define como la concentracion del extracto que da como resultado una inhibicién del 50 por

ciento de la actividad maxima.
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b. ACTIVIDAD DE INHIBICION DE LA ENZIMA o-GLUCOSIDASA

La deteccion de la inhibicion de la enzima a-glucosidasa se realizd de acuerdo con lo
propuesto por Worthington (1993) con ligeras modificaciones. En una microplaca se
coloco 50 pL de muestra (obtenido segln item 3.4.2.), y se adicion6 100 uL del buffer
fosfato de potasio 0.1 M (pH 6.9). La reaccion inicid al agregar 100 uL de la enzima a-
glucosidasa (1 U/mL) en buffer fosfato de potasio 0.1 M y se mantuvo durante 10 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se agregé 50 pL de la solucion de p-
nitrofenil-a-D-glucopiranésido en el mismo buffer fosfato de potasio. Posteriormente, la
microplaca ingreso al lector de microplacas UV/Vis, aqui fue incubado durante 5 minutos a
25 °C. Se realiz6 la medicion de absorbancia a 405 nm en el tiempo inicial (0 min) y final
(5 min) de la incubacion. La muestra se comparé con un control que contiene 50 pL de
buffer fosfato de potasio en lugar de muestra. La actividad inhibitoria de la enzima o-

glucosidasa se expresd como porcentaje de inhibicion y se calcul6 de la siguiente manera:

e . AA -AA
Actividad inhibidora de a-glucosidasa (%) = ——<entrob — —~(muestra) 5 10

A A(control)

Donde: AAcontroly: La variacion de absorbancia entre el tiempo inicial y final (0-5 min) del
control. AAmuestra): La variacion de absorbancia entre el tiempo inicial y final (0-5 min) de

la muestra.

La actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa se determind a cinco concentraciones
de muestra. Las mediciones se realizaron por triplicado y se determiné el valor ICsp, que se
define como la concentracion del extracto que da como resultado una inhibicién del 50 por

ciento de la actividad maxima.

3.4.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOLIPEMIANTE

La deteccion de la inhibicion de la enzima lipasa pancreatica se realizo mediante el método
de emision de fluorescencia, segun lo indicado por Nakai et al. (2005) con algunas
modificaciones. En una microplaca se agregé 25 pL de muestra (obtenido segun item

3.4.2.), y se mezcld con 50 pL del sustrato 4-metilumbeliferil oleato 0.1 mmol/L diluido en
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buffer Tris pH 8. La microplaca ingresé al lector de microplacas de fluorescencia y se
inyecto 25 pL de la enzima lipasa pancreatica de porcino 1 mg/mL diluido en buffer Tris, y
se agitd a una intensidad rdpida durante 15 segundos. Posteriormente, se midio durante un
tiempo de 15 min la fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 360 nm y a una
longitud de onda de emisién de 460 nm. La muestra se comparé con un control que
contiene 25 pL de buffer en lugar de muestra. La actividad inhibitoria de la lipasa
pancredtica de porcino se expresé como porcentaje de inhibicion y se calculd de la

siguiente manera:

.. . - . F ntr -F muestr
Actividad inhibidora de lipasa (%) = < t;’l) (muestra) » 100
(control)

Donde: Fcontrol): Fluorescencia del tiempo final (15 min) del control. Fmuestra:

Fluorescencia del tiempo final (15 min) de la muestra.

La actividad inhibitoria de la enzima lipasa pancreatica se determiné a cinco
concentraciones de muestra. Las mediciones se realizaron por triplicado y se determiné el
valor ICso, que se define como la concentracion del extracto que da como resultado una

inhibicidn del 50 por ciento de la actividad maxima.
3.4.11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

La capacidad antihipertensiva se determiné a través de la inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) mediante el método descrito por Wu et al. (2002) y
adaptado por Chirinos et al. (2018). Previamente, el sustrato hipuril-histidil-leucina (HHL)
2.17 mM se prepar6 en buffer borato salino (BBS) 0.2 M (pH 8.3), el cual contenia 300
mM de NaCl. Por su parte, la ECA que contenia 1 unidad (U) fue disuelta en 0.5 mL de
BBS y se usé 2 mU (10 pL). La reaccion se realizé mezclando en tubos de reaccion, 50 pL
de solucién de HHL 2.17 mM, 10 pL de muestra a analizar (obtenido seguin item 3.4.2.) y
10 uL de 2 mU de ECA. Se incubd durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion fue detenida
con la adicion de 85 pLL de HCI IN. Las muestras fueron comparadas con un control y un
blanco. El control consistié en la determinacion de la actividad absoluta de la ECA sobre el

sustrato HHL, que resulta en la formacion de &cido hipurico (AH), para lo cual se
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reemplazo los 10 puLL de muestra por 10 uL de BBS y la reaccion se realizé en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Para la preparacion del blanco se usé la ECA
previamente inactivada con HCI 1N y se continué el mismo procedimiento usado para la
muestra. Todas las muestras fueron filtradas utilizando filtro PTFE hidrofilo de 0.20 um

para el andlisis por HPLC-PDA.

La deteccion y cuantificacion del AH y HHL, se realiz6 empleando el cromatografo
liquido de alta performance (HPLC) (Waters, 2695, EE. UU.) con detector de arreglo de
diodos (PDA) (Waters, 2996, EE. UU.) y el software Empower. Las muestras fueron
analizadas en una columna Symmetry Cig (5 pm, 150 mm x 4.6 mm DI) (Waters, Irlanda)
con precolumna Symmetry Cig (5 um, 20 mm x 3.9 mm DI) (Waters, Irlanda). La fase
movil estuvo compuesta por dos solventes: agua con acido trifluoroacético (TFA) al 0.05
por ciento (Solvente A) y acetonitrilo con TFA al 0.05 por ciento (Solvente B). El
gradiente fue el siguiente: se inicidé con 5% B por 1.5 min, se aumenté al 60% B a los 4
min, 90% B a los 4.5 min, se mantuvo al 90% B hasta los 6 min, disminuy6 de 90% a 5%
B en 0.5 min, y finalmente se mantuvo al 5% B durante 1.5 min (para retomar las
condiciones iniciales). El andlisis total se realizd en 8 min, a una temperatura de 30 °C y a
un caudal de 0.5 mL/min, y la muestra inyectada fue 2 pL. La deteccion se monitoreo a
una longitud de onda de 229 nm. La actividad inhibitoria de la ECA se expresé como

porcentaje de inhibicion y se calculé de la siguiente manera:

Actividad inhibitoria de la ECA (%) = —tcentre™ Cmuestra) 4

C(control)_ C(blamco)

Donde: Ceontroty: Concentracion de acido hipurico del control. Cimuestra): Concentracion de

acido hiparico de la muestra. Cianco): Concentracion de acido hipdrico del blanco

La actividad inhibitoria de la ECA se determind a cinco concentraciones de muestra. Las
mediciones se realizaron por triplicado y se determino el valor ICso, que se define como la
concentracion del extracto que da como resultado una inhibicion del 50 por ciento de la

actividad maxima.
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35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.5.1. ACONDICIONAMIENTO DE LAS MATERIAS PRIMAS

En la Figura 9, se muestra el procedimiento que se siguio6 para el acondicionamiento de las
hojas frescas de cedroncillo y pampa mufia a hojas secas y molidas. A partir de esta
materia prima se obtuvo el extracto y se realiz6 la cuantificacion de los compuestos

bioactivos detallados en el item 3.4.

Cedroncillo o Pampa mufia

l

RECOLECCION

A

SELECCION Y LIMPIEZA —— Hojas en mal estado

Temperatura: Ambiente
Tiempo: 20 dias

SECADO |

Temperatura: 45 °C
SECADO Il Tiempo: 3 h.
Humedad: <8%

A

MOLIENDAY TAMIZADO Tamario de particula: 106 — 500 um
ENVASADO
ALMACENAMIENTO Temperatura: -20°C

l

Hojas de Cedroncillo o
Pampa mufia secas y molidas

Figura 9: Flujo de operaciones para el acondicionamiento de las materias

primas

A continuacion, se describen las operaciones unitarias:
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a. RECOLECCION

La recoleccion de las hojas de cedroncillo y pampa muiia se realizé de forma manual con
apoyo de una tijera de podar. Luego, se coloraron en cajas de carton y se intercald con
papel bulky para su transporte desde el lugar de colecta hasta el lugar donde se realizo el

acondicionamiento. La recoleccion se realizé durante la etapa de floracion de las plantas.

b. SELECCION Y LIMPIEZA

Esta operacion permitié obtener hojas de cedroncillo y pampa mufia que no presenten
dafios fisicos ni microbiolégicos. También, se llevd a cabo una limpieza superficial, que

consistio en pasar una tela para quitar el polvo de las hojas seleccionadas.

C. SECADO

Esta operacion permitio evaporar el agua interna del tejido de las hojas de cedroncillo y
pampa mufia. Las hojas de cada planta fueron esparcidas sobre papel kraft y protegidas de
la radiacion directa a temperatura ambiente por 20 dias (secado 1). Luego, las muestras
fueron transportadas a los ambientes del IBT-UNALM, donde fueron secadas en estufa a

45 °C por 3 horas hasta alcanzar una humedad menor al 8 por ciento (secado 2).

d. MOLIENDAY TAMIZADO

Para la operacion de molienda se empled un molino de laboratorio, el objetivo de esta
operacion fue reducir el tamafio de particula de las hojas secas. Posteriormente, se utilizo

tamices para obtener un tamafio de particula entre 106 a 500 pum.

e. ENVASADO

Se utilizé bolsas de polietileno de alta densidad con cierre hermético para envasar cada
muestra, el objetivo de esta operacion fue proteger los compuestos bioactivos que presenta

cada materia prima.
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f. ALMACENAMIENTO

Las muestras ya envasadas se congelaron a -20 °C, hasta los respectivos analisis.

3.5.2. EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO A PARTIR DE LAS
MATERIAS PRIMAS ACONDICIONADAS

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) de las hojas de cedroncillo y pampa mufia
secas y molidas se realizo de acuerdo con el procedimiento que se muestra en la Figura 10.

A continuacion, se describen las operaciones unitarias:

a. PESADO

En esta operacidn se pes6 una cantidad determinada de 0.5 g de hojas secas y molidas de
cedroncillo o pampa mufia (tamafio de particula, comprendido entre 106-500 um) en una

balanza analitica.

b. EXTRACCION POR ULTRASONIDO

Se colocd la muestra pesada en el recipiente de vidrio que presenta el equipo de
ultrasonido, y se afiadiéo 50 mL del solvente que se prepard previamente, obteniendo asi la
relacion materia prima:solvente (MP:S) de 1:100 (g:mL). Luego, se ubicé el recipiente de
forma adecuada para que el sonotrodo se encuentre en contacto con la muestra. El efecto
de las variables independientes investigadas incluy6 el tiempo (X1, 5-20 min, con
duraciones de pulso de 5 s encendido y 5 s apagado), la temperatura (X2, 30-70 °C) y
concentracion de etanol (Xs, 30-80 por ciento). Estas variables se muestran en el disefio
experimental (Figura 11). Ademas, se utilizé una amplitud de 40 por ciento. Una vez
finalizado, el extracto se vertié a tubos conicos para centrifuga de 50 mL para la siguiente

operacion.
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C. CENTRIFUGACION

En esta operacion se centrifugd a 11000 RPM (16639 g) durante 10 minutos. Esta
operacion permitié acelerar el proceso de sedimentacién de particulas y obtener dos
fracciones: sobrenadante y sedimento. El sobrenadante se coloc6 en un nuevo tubo conico

para centrifuga de 50 mL, descartando el sedimento.
d. ALMACENAMIENTO

Los sobrenadantes obtenidos para cada tratamiento se congelaron a -20 °C, hasta los

respectivos analisis.

Hojas de Cedroncillo o
Pampa mufia secas y molidas

l

PESADO Tamafio de particula: 106 — 500 pm

Relacion MP:S: 1:100 g/mL
T Amplitud: 40 %
EXTRACCION POR ULTRASONIDO Tiempo: 5 — 20 minutos
Temperatura: 30 — 70 °C

% Etanol: 30 - 80 %

A 4

CENTRIFUGADO

11 000 RPM

Tiempo: 10 minutos Sedimento

A4

ALMACENAMIENTO Temperatura: -20°C

!

Extracto de Cedroncillo o
Pampa mufa

Figura 10: Flujo de operaciones para la extraccion asistida por ultrasonido a

partir de las hojas de cedroncillo y pampa mufia
3.6. DISENO EXPERIMENTAL
La presente investigacion consta de tres etapas tal como se muestra en la Figura 11. A

continuacion, se describe cada etapa.
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Etapa 1: Etapa 2: Etapa 3:
Etapas Obtenciéon y caracterizacion de las | Optimizacion de extraccion asistida por ultrasonido a partir | Obtencion y caracterizacion de los
materias primas de las hojas de cedroncillo y pampa mufia extractos éptimos
Corridas C\égirfi?ggass Variables no codificadas
X; Xy X3 X X, X3
. Hojas secas ! 0 ° o e Tratamiento .
Hojas Qe ,| ymolidas . 2 0 -1 1 125 30 80 otimo de N E>_<tracto 6ptimo _de
Cedroncillo de 3 0 0 0 125 50 55 P . hojas de Cedroncillo
Cedroncillo 4 1 0 4 200 5 30 Cedroncillo
5 1 1 0 20.0 70 55
6 -1 0 -1 5.0 50 30
Tratamientos ! ot e m X
) Hojas secas ° ’ ° oo Tratamiento
HPo;r?]sp(;e .| ymolidas . 190 '01 2 ; 205 :Z : 6ptimo de E_xtracto 6ptimo de
mufia de Pa[npa 0 . ) . 5;) " . Pam~pa hojas de Pampa mufia
muna : muna
12 1 -1 0 20.0 30 55
13 0 1 -1 125 70 30
14 1 0 1 20.0 50 80
15 -1 -1 0 5.0 30 55
16 0 1 1 125 70 80
- Contenido de Humedad - Compuestos Fenolicos Totales - Compuestos Fendlicos Totales
- Compuestos Fendlicos Totales, Libres | - Capacidad antioxidante ABTS y ORAC - Capacidad antioxidante ABTS y
y Ligados ORAC
- Contenido de Flavanoles - Determinacion de las actividades
Analisis - Contenido de Flavonoles biolégicas (actividad hipoglucemiante,
- Capacidad antioxidante ABTS y ORAC hipolipemiante y antihipertensiva)
- Cuantificacién de Compuestos
Fenolicos por UPLC-PDA
Figura 11: Esquema del disefio experimental de la investigacion

Nota: Xi: Tiempo. Xz: Temperatura. Xs: Concentracion de etanol.




3.6.1. ETAPA 1: CARACTERIZACION DE LAS MATERIA PRIMAS

Se utilizé las muestras obtenidas en el item 3.5.1. Se realizo los analisis fisicogquimicos
tales como: humedad, compuestos fendlicos totales, fendlicos ligados, fenolicos libres,
flavanoles, flavonoles y capacidad antioxidante ABTS y ORAC.

3.6.2. ETAPA 2: EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO A PARTIR DE
LAS HOJAS DE CEDRONCILLO Y PAMPA MUNA

Esta etapa parte de la investigacion se dividio en tres subetapas, las cuales se describen a

continuacion:

a. SCREENING O CRIBADO

La primera subetapa consistio en realizar una identificacion previa de las variables
significativas para la extraccion asistida por ultrasonido de las hojas de cedroncillo y
pampa mufia. Las variables significativas y los rangos de estudio se establecieron a través
de un andlisis exhaustivo de investigaciones previas similares y la realizacion de pruebas

preliminares.

b. OPTIMIZACION

La segunda subetapa se utilizé la metodologia de superficie respuesta (MSR) basado en un
disefio de Box-Behnken. Se evaluaron tres variables independientes: tiempo (Xi),
temperatura (X2) y concentracion de etanol (Xs), y se le asignaron tres niveles (-1,0,1) a
cada variable. Se evalud el efecto sobre tres variables respuestas: compuestos fenolicos
totales (Y1), capacidad antioxidante ABTS (Y?) y capacidad antioxidante ORAC (Y3). Las
variables independientes consideradas y sus niveles se presentan en la Tabla 1. En este
caso, para las tres variables independientes e incluyendo cuatro puntos centrales, se obtiene

un total de 16 corridas experimentales, los cuales se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 1: Variables Independientes y sus niveles evaluados en la optimizacion

o : - No Niveles
Variable independiente Codificado o
Codificado 1 0 1
Tiempo (min) X1 X1 5 12.5 20
Temperatura (°C) X2 X2 30 50 70
Concentracion de etanol (%) X3 X3 30 55 80

Tabla 2: Arreglo del DBB generado de la subetapa de la optimizacion de la

extraccion asistida por ultrasonido de las hojas de cedroncillo y pampa mufia

Variables codificadas Variables no codificadas

Corridas

X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 0 0 0 12.5 50 55
2 0 -1 1 12.5 30 80
3 0 0 0 12.5 50 55
4 1 0 -1 20.0 50 30
5 1 1 0 20.0 70 55
6 -1 0 -1 5.0 50 30
7 -1 -1 12.5 30 30
8 0 0 0 12.5 50 55
9 -1 0 1 5.0 50 80
10 0 0 0 12.5 50 55
11 -1 1 0 5.0 70 95
12 1 -1 0 20.0 30 55
13 0 1 -1 12.5 70 30
14 1 0 1 20.0 50 80
15 -1 -1 0 5.0 30 55
16 0 1 1 12.5 70 80

Nota: Xi: Tiempo, X,: Temperatura, Xs: Concentracion de etanol.
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C. VALIDACION DE MODELO

Esta etapa consistio en realizar la validacion de las condiciones optimas de las variables
independientes, obtenidas mediante la MSR. Para ello se realizaron tres repeticiones
experimentales con dichos valores y se compararon con los valores predichos por los

modelos matematicos.

3.6.3. ETAPA 3: CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS OPTIMOS

En el extracto optimizado que se obtuvo de la etapa anterior, se evalud el contenido de
compuestos fendlicos totales, capacidad antioxidante ABTS y ORAC, identificacion de

compuestos fenolicos mediante UPLC-PDA y determinacion de las actividades bioldgicas.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos correspondientes a la MSR basado en un disefio Box Behnken para
optimizar la extraccion asistida por ultrasonido de las hojas de cedroncillo y pampa mufia, se
realizaron con el software estadistico Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies,
EE. UU.).
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. PAMPA MUNA

4.1.1. CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE PAMPA MUNA

La Tabla 3 presenta los resultados de los analisis de compuestos bioactivos realizados en

las hojas de pampa mufia (Hedeoma mandoniana).

Tabla 3: Caracteristicas de las hojas de pampa mufia (Hedeoma mandoniana)

Andlisis Valor*

Humedad (%) 4.89 £ 0.04
Compuestos fendlicos totales (mg AGE/g bs) 30.48 £ 0.55
Fendlicos libres (mg AGE/g bs) 29.95+3.19
Fraccion de ligados (%) 9.82+0.22
Flavonoides totales (mg quercetina/g bs) 24.82 £ 2.39
Flavanoles totales (mg catequina/g bs) 10.92 £ 0.44
Capacidad antioxidante ABTS (umol TE/g bs) 0.24 +0.00
Capacidad antioxidante ABTS (umol TE/g bs) 27277 £ 7.74
Capacidad antioxidante ORAC (umol TE/g bs) 1,190.67 + 58.88
Capacidad antioxidante especifica ABTS (umol TE/mg AGE) 8.95+0.12
Capacidad antioxidante especifica ORAC (umol TE/mg AGE) 39.07 £1.99

AGE: Acido gélico equivalente, TE: Trolox equivalente.
*Los resultados corresponden al promedio + desviacién estandar de tres repeticiones.

Las hojas de pampa mufia después de realizar el acondicionamiento presentaron una
humedad del 4.89 por ciento, tal como se muestra en la Tabla 3. Al respecto, Van et al.
(2010) reportaron que a las hojas de peperina de las lomas (H. multiflora Benth.) se les
realizd un secado bajo sombra durante varios dias hasta lograr un contenido de humedad

entre el 12 y el 15 por ciento. La diferencia de resultados se debe a que las hojas de pampa



mufia fueron sometidas a una mayor exposicion de calor que genera una mayor

evaporacion del agua interna presente en los tejidos

Las hojas de pampa mufia obtuvieron un contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)
de 30.48 mg AGE/g bs. Estos componentes son principalmente sintetizados por las plantas,
y participan en la proteccion contra factores bidticos (patdégenos y depredadores) como
abioticos (radiacion UV) (Pefarrieta et al., 2014). Los datos en la literatura sobre esta
especie son escasos; sin embargo, existe informacion sobre el contenido de CFT que
presentan otras especies que pertenecen al mismo género Hedeoma. Gutiérrez et al. (2017)
y Criollo et al. (2022) reportaron que las hojas de orégano (H. patens) recolectadas en
México obtuvieron valores de 40.74 y 99.58 mg AGE/g bs, respectivamente. Se aprecia
que el valor obtenido es menor que los valores reportados, esto puede deberse
principalmente a que son diferentes especies. Por su parte, Moshari et al. (2023) indican
que no solo la genética varia el contenido de CFT, también puede verse influenciado por
las condiciones climaticas, factores ecoldgicos, ubicacion de cultivo, etapa de desarrollo y

métodos utilizados para la extraccion.

Por otra parte, existe informacion acerca de plantas medicinales que pertenecen a géneros
diferentes al de Hedeoma, que se encuentran incluidos dentro de la familia Lamiaceae, y
que han presentado valores méas elevados en el contenido de CFT. Ejemplos de esto
incluyen la salvia (Salvia officinalis) con 31.32 mg AGE/g bs (Moshari et al., 2023); la
inca mufia (Clinopodium bolivianum) con 80.6 mg AGE/g bs (Campos et al., 2022); el
orégano compacto (Origanum compactum) con 107.79 mg AGE/g bs (Chroho et al., 2022)
y el orégano vulgar (Origanum vulgare) con 430 mg AGE/g bs (Bower et al., 2014).

En la Tabla 3, se observa que el contenido de compuestos fendlicos de la fraccion libre y
ligada presentaron valores de 29.95 y 9.82 mg AGE/g bs, respectivamente. Ademas, los
compuestos fendlicos libres de las hojas de pampa mufia se encontraron en mayor
proporcion (75.18 por ciento) que los compuestos fendlicos ligados (24.82 por ciento).
Algunas otras plantas medicinales de la familia Lamiaceae han expuesto los siguientes
valores de compuestos fenolicos de la fraccion libre y ligada: perilla (Perilla frutescens
var. crispa f. viridis) con 34.18 y 5.08 mg AGE/g bs (Suwannachot et al., 2022) y
clerodendron (Clerodendrum volubile) con 162.61 y 110.33 mg AGE/g bs (Oboh et al.,

54



2016), respectivamente. Se aprecia un comportamiento similar al tener un mayor contenido
de fendlicos en forma libre. Esto concuerda con lo reportado por Galanakis (2018), quien
indica que gran parte de los vegetales se caracterizan porque su contenido de fenolicos en
forma libre representa el 50 por ciento o méas del total de compuestos fendlicos.

Respecto al contenido de flavonoides totales, el presente estudio obtuvo un valor de 10.92
mg quercetina/g bs, tal como se muestra en la Tabla 3. Este tipo de compuestos fenolicos
presentan varias funciones en la planta, especialmente, como respuesta defensiva ante
enfermedades, plagas y estrés oxidativo (Alvarez y Orallo, 2003). Si bien el contenido de
flavonoides de hojas de pampa mufia no ha sido reportado en estudios previos, existen
investigaciones, como la de Gutiérrez et al. (2017), quienes reportaron que el extracto
metandlico al 80 por ciento de las hojas de orégano presentd un valor de 10.48 mg
quercetina/g bs. Se aprecia que el resultado de la presenta investigacion obtuvo un mayor
valor. Las diferencias observadas pueden atribuirse a diversos factores, tales como especies
diferentes, origen geografico, tipo de solvente utilizado, técnica de extraccion, estado

vegetativo de las hojas entre otros (Moshari et al., 2023).

Algunas plantas medicinales de la familia Lamiaceae han exhibido valores menores en
cuanto al contenido de flavonoides totales, tales como ortiga blanca (Lamium album) con
2.54 mg quercetina/g bs; menta de gato (Nepeta cataria) 3.24 mg quercetina/g bs; menta
poleo (Mentha pulegium) con 7.30 mg quercetina/g bs; tomillo (Thymus kotschyanus) con
9.93 mg quercetina/g bs y salvia con 10.36 mg quercetina/g bs, donde se empledé como
solvente de extraccion metanol al 80 por ciento (Moshari et al., 2023). EI mayor contenido
de flavonoides en la pampa mufia podria atribuirse a una mayor exposicion a factores que
causen estrés oxidativo, de tal manera que la planta ha desarrollado esta adaptacion para
seguir protegiéndose ante dicho estrés (Santayana, 2018).

El contenido de flavanoles totales de las hojas de pampa mufia present6é un valor de 0.24
mg catequina/g bs. Estos compuestos actlan como antioxidantes y tienen efectos
protectores contra el estrés ambiental, exposicion a la radiacion UV y ataque de hongos
(Alvarez y Orallo, 2003; Medina, 2017). En otras plantas medicinales pertenecientes a la
familia Lamiaceae tales como el toronjil (Melissa officinalis) y la pachasalvia (Lepechinia

meyenii Walp) no se detectd la presencia de flavanoles (Chirinos et al., 2013).
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En la Tabla 3 se aprecia que los valores de capacidad antioxidante medidos por los
métodos, ABTS y ORAC, para las hojas de pampa mufia son diferentes entre si. Esto se
debe a que presentan diferentes fundamentos, el método ABTS mide la capacidad que tiene
los compuestos antioxidantes de la muestra para donar atomos de hidrogeno o electrones
para atrapar el cation radical ABTS™"; mientras que el método ORAC mide la capacidad de
los compuestos para donar atomos de hidrdégeno para atrapar radicales peroxilo (ROQO")
(Xu et al., 2017).

Se observa que la capacidad antioxidante ORAC (1,190.67 umol TE/g bs) es superior a la
capacidad antioxidante ABTS (272.77 umol TE/g bs). Asimismo, se aprecia que la
capacidad antioxidante especifica ORAC (39.07 umol TE/mg AGE) es mayor a la
capacidad antioxidante especifica ABTS (8.95 umol TE/mg AGE). Esto podria deberse a
que las hojas de pampa mufia presentan un mayor contenido de compuestos antioxidantes
capaces de neutralizar radicales peroxilo que radicales ABTS. Los compuestos que
mayormente son capaces de neutralizar el radical ABTS son los compuestos fendlicos
(flavonoides, &cidos fendlicos y taninos) y algunos compuestos no fenolicos como la
vitamina C; mientras que, el radical peroxilo puede ser neutralizado tanto por compuestos

fenolicos y no fendlicos (carotenoides, vitamina E y vitamina C) (Mejia et al., 2021).

Si bien las hojas de pampa mufia presentan compuestos fendlicos (Tabla 3), no se conoce
acerca de la presencia de compuestos no fendlicos. Al respecto, Dumbrava et al. (2012)
sefialan que plantas medicinales pertenecientes a la misma familia Lamiaceae, como son la
albahaca (Ocimum basilicum) y el romero (Rosmarinus officinalis) si han presentado
compuestos no fenolicos como carotenoides y vitamina C. De este modo, es probable que
la pampa mufia también presente este tipo de compuestos no fendlicos, los cuales podrian
haber contribuido a neutralizar radicales peroxilo, obteniendo asi una mayor capacidad
antioxidante ORAC.

Ademas, para la determinacion de las capacidades antioxidantes, se partié de un extracto
que utiliz6 como solvente metanol al 80 por ciento. Este solvente demuestra ser eficaz para
la extraccion de compuestos fendlicos de menor peso molecular, asi como de carotenoides,

especialmente las xantofilas (Brglez et al., 2016; Migkus et al., 2019). Estos hallazgos
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refuerzan lo mencionado anteriormente respecto a la presencia de compuestos no fendlicos

en la muestra.

Como se menciond la capacidad antioxidante ABTS registro un valor de 272.77 umol TE/g
bs, este valor es menor a lo reportado por Gutiérrez et al. (2017), quienes sefialaron que el
extracto metanolico al 80 por ciento de las hojas de orégano presentd un valor de 351.55
umol TE/g bs. Asimismo, hay plantas medicinales pertenecientes a la misma familia
Lamiaceae que han presentado valores mayores a los hallados en la presente investigacion.
Por ejemplo, la pachasalvia con 510.8 umol TE/g bs y la inca mufia con 645.1 umol TE/g
bs (Chirinos et al., 2013). Por otro lado, hay plantas de la misma familia que han
presentado valores menores, como la mufa (C. gilliesii) con un valor de 19.84 umol TE/g
bs (Trevizan et al., 2020) y el toronjil con 156.8 umol TE/g bs (Chirinos et al., 2013).

La capacidad antioxidante ORAC de las hojas de pampa mufa alcanzé un valor de
1,190.67 umol TE/g bs. Aunque los datos de literatura sobre esta especie son escasos, se ha
registrado valores menores en plantas medicinales del género Hedeoma. En este contexto,
Gutiérrez et al. (2017) y Criollo et al. (2022) indicaron que el extracto metanélico al 80 por
ciento de las hojas de orégano presentaron valores de 753.95 y 575.42 umol TE/g bs,
respectivamente. Adicionalmente, Li et al. (2013) reportaron los valores de capacidad
antioxidante ORAC de algunas plantas medicinales de la familia Lamiaceae, los cuales
fueron menores en comparacion al valor obtenido en la presente investigacion. Por
ejemplo, perilla (Perilla frutescens L. Britt.) con 57.17 umol TE/g bs; lila arabe (Vitex
rotundifolia L.) con 78.23 umol TE/g bs; nepeta del Japon (Schizonepeta ternnuifolia
(Benth) Brig) con 142.40 umol TE/g bs; menta (M. haplocalyx Brig) con 247.74 pumol
TE/g bs entre otras. Asimismo, se observo que la Unica planta que present6é una capacidad
antioxidante ORAC superior a la pampa mufia fue la salvia (Salvia miltiorrhiza Bunge)
con 1,544.38 umol TE/g bs.

4.1.2. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO
DE PAMPA MUNA

Para la etapa de optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) a partir de
hojas de pampa mufia, se empled la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)
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basado en el Disefio de Box-Behnken (DBB). Se utilizé tres variables independientes para
evaluar la optimizacion: tiempo (X1), temperatura (X2) y concentracién de etanol (X3), y se
incluyé cuatro puntos centrales, obteniendo un total de 16 corridas (tratamientos

experimentales).

El criterio de optimizacion usado consistio en maximizar tres variables respuestas:
contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) (mg AGE/g bs) (Y1), capacidad
antioxidante ABTS (umol TE/g bs) (Y2) y capacidad antioxidante ORAC (umol TE/g bs)
(Y3). En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos de las tres variables respuestas

analizadas en los extractos etanolicos de las hojas de pampa mufia.

En la Tabla 4 se observa que el contenido de compuestos fendlicos totales (mg AGE/g bs)
oscil6 entre 41.3 y 51.4 mg AGE/g bs, la capacidad antioxidante ABTS vario entre 331y
425.9 (umol TE/g bs), y la capacidad antioxidante ORAC se encontrd entre 1,015.3 y
1,523.9 (umol TE/g bs).

También se aprecia que los valores minimos del contenido de CFT (41.3 mg AGE/g bs) y
de la capacidad antioxidante ABTS (331.0 umol TE/g bs) correspondieron a la corrida que
empled un tiempo de 12.5 min, temperatura de 30 °C y concentracion de etanol del 80 por
ciento. En cambio, los valores méaximos de CFT (51.4 mg AGE/g bs) y capacidad
antioxidante ABTS (425.9 umol TE/g bs) correspondieron a la corrida que utiliz6 un
tiempo de 5 min, temperatura de 70 °C y concentracion de etanol del 55 por ciento.
Ademas, se determind un coeficiente de correlacion de Pearson positivo muy alto y
estadisticamente significativo entre los valores de CFT y ABTS (r = 0.9138, p < 0.05).
Esto concuerda con lo reportado por Garrido et al. (2013), quienes indicaron que el
contenido de CFT en los extractos de plantas tiene una fuerte relacion con la capacidad
antioxidante determinada por el método ABTS, por lo que se espera que, Si un extracto
tiene mayor contenido de CFT, también sea mayor su capacidad antioxidante ABTS.
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Tabla 4: Resultados* de las variables respuestas (CFT, ABTS y ORAC) utilizando la metodologia de superficie respuesta basado

en el disefio de Box-Behnken para la extraccion asistida por ultrasonido de las hojas de pampa mufia

Variables independientes Variables respuestas

Corridas . X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3
Tiempo Temperatura Etanol CFT ABTS ORAC
(min) (°C) (%) (mg AGE/g bs) (umol TE/g bs) (umol TE/g bs)
1 125 50 55 47.4+0.3 393.6 £9.6 1,351.2 + 38.5
2 125 30 80 41.3+£0.8 331.0x7.0 1,073.7 £ 39.9
3 125 50 55 48.1+£1.0 3989+75 1,271.2 £33.7
4 20.0 50 30 47.0+£0.8 395.2+5.8 1,095.5 £ 26.5
5 20.0 70 55 48.1+£1.7 425.3+8.0 1,523.9+614
6 5.0 50 30 473+04 382.0+3.2 1,229.4+£21.8
7 125 30 30 45.1+£0.6 371827 1,015.3+33.3
8 125 50 55 48.2+£0.9 392.0+6.2 1,357.1+£29.7
9 5.0 50 80 43.7+1.3 346.6 £7.2 1,068.5 £ 37.3
10 12.5 50 55 479+0.8 398.0+1.6 1,331.3+24.7
11 5.0 70 55 514+26 4259+ 8.8 1,423.5+119.4
12 20.0 30 55 476+1.3 381.3+5.2 1,307.0+ 11.6
13 125 70 30 483+1.1 4215+ 7.3 1,505.3+71.4
14 20.0 50 80 445+0.8 368.8 £5.3 1,152.4 £ 14.2
15 5.0 30 55 46.8+0.3 386.6 +4.7 1,119.8 £69.5
16 125 70 80 472124 387.3+10.0 1,077.9+ 147

CFT: Compuestos fendlicos totales, ABTS: Capacidad antioxidante método ABTS, ORAC: Capacidad antioxidante método ORAC.

*Los resultados corresponden al promedio + desviacion estandar de tres repeticiones.



Por su parte, el valor minimo de la capacidad antioxidante ORAC (1,015.3 9 umol TE/g
bs) correspondio a la corrida que utilizé un tiempo de 12.5 min, temperatura de 30 °C y
concentracion de etanol del 30 por ciento; mientras que su valor maximo (1,523.9 pmol
TE/g bs) correspondio a la corrida que empled un tiempo de 20 min, temperatura de 70 °C
y concentracion de etanol del 55 por ciento. Se observa que las variables independientes
que conducen a la obtencién del valor minimo y maximo de ORAC difieren de aquellos

empleados para determinar los valores minimos y maximos de los CFT y ABTS.

También, se determind un coeficiente de correlacion de Pearson positivo alto y
estadisticamente significativo entre los valores de CFT y ORAC (r = 0.6987, p < 0.05). Se
aprecia gque la capacidad antioxidante ORAC tiene una correlacién menor con el contenido
de CFT que aquella entre los CFT y la capacidad antioxidante ABTS. Esto indica que la
capacidad antioxidante ABTS esta influenciada por la presencia de CFT; mientras que la
capacidad antioxidante ORAC no solo estaria atribuida por los CFT, sino también por la
presencia de otros compuestos antioxidantes de naturaleza no fendlica (vitaminas y
carotenoides) capaces de neutralizar los radicales peroxilo, tal como se sefial6 en el item
4.1.1 (Mejia et al., 2021).

La capacidad antioxidante ABTS también mostr6 una correlacion de Pearson positiva alta
y estadisticamente significativa (r = 0.7844, p < 0.05) con la capacidad antioxidante
ORAC. Se puede inferir de que existen compuestos que no contribuyeron a la capacidad
antioxidante en ambas técnicas (Mejia et al., 2021).

a. EVALUACION DEL MODELO MATEMATICO

La aplicacion de la MSR genero las ecuaciones que representan los modelos matematicos
de segundo orden (cuadratico), los cuales establecen una relacion empirica entre las
variables respuestas CFT (Y1), ABTS (Y2) y ORAC (Y3), y las variables independientes
tiempo (X1), temperatura (X2) y concentracion de etanol (X3). Las ecuaciones de los

modelos matematicos son presentadas en la Tabla 5.
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Tabla 5: Modelos matematicos resultantes de la metodologia de superficie
respuesta para la optimizacion de la extraccién asistida por ultrasonido de las

hojas de pampa mufia

Variables respuestas Ecuaciones del modelo predictivo

CFT 36.9537 + 0.04445* X, + 0.32432*X3 - 0.0068*X1*X; + (1)
(mg AGE/g bs) 0.00141*X2*X3 - 0.004252* X5?

ABTS 320.184 - 0.831142*X, + 3.34364* X3 + 0.0173469*X,? - @)
(umol TE/g bs) 0.039494* X 32

ORAC 228.862 + 15.5781*X; + 38.4276*X3 - 0.140067*X1°- 3)
(umol TE/g bs) 0.242895*X2*X3 - 0.293434* X3?

X1: Tiempo, Xz: Temperatura, Xs: Concentracion de etanol.

El andlisis de varianza (ANOVA) del modelo cuadratico de la Ecuacion 1, se realiz6 para
evaluar el efecto de las variables independientes y el efecto combinado de estas sobre el
contenido de CFT (Anexo 1). Se muestra que las variables y sus interacciones resultaron
significativas (p < 0.05), excepto el tiempo (X1), interaccion cuadratica tiempo (X12),
interaccion tiempo-concentracion de etanol (X1X3) e interaccion cuadratica temperatura
(X2%) que no fueron significativos (p > 0.05). La mayor influencia lineal significativa se
observd para la variable temperatura (X2) seguida por la variable concentracion de etanol
(X3) (F-ratio: 204.61 y 121.99, respectivamente). La interaccion cuadratica mas
significativa correspondi6 a la concentracion de etanol (Xs?) seguido de la interaccion
tiempo-temperatura (X1X2) e interaccion temperatura-concentracion de etanol (X2X3) (F-
ratio: 228.68, 33.69 y 16.09, respectivamente).

Respecto a la capacidad antioxidante ABTS, se realiz6 el ANOVA para evaluar el efecto
de las variables independientes y sus interacciones (Anexo 2). Se aprecia que las variables
y sus interacciones resultaron significativas (p < 0.05), excepto el tiempo (X1), interaccion
cuadratica tiempo (X1?), interaccion tiempo-temperatura (X1Xz), interaccion tiempo-
concentracion de etanol (X1X3) e interaccion temperatura-concentracion de etanol (X2Xz3)
que no fueron significativos (p > 0.05). La mayor influencia lineal significativa se observo
para la variable temperatura (X2) seguida de la variable concentracion de etanol (Xs3) (F-
ratio: 397.99 y 207.55, respectivamente). La interaccion cuadratica con mayor
significancia fue la concentracion de etanol (X3?) seguido de la interaccion cuadrética

temperatura (X22) (F-ratio: 216.43 y 17.1, respectivamente).
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Asimismo, para la capacidad antioxidante ORAC, se realizd el ANOVA para evaluar el
efecto de las variables independientes y sus interacciones (Anexo 3). Se observa que las
variables y sus interacciones resultaron significativas (p < 0.05), excepto el tiempo (Xa),
interaccion cuadratica tiempo (Xi2), interaccion tiempo-temperatura (X1Xz), interaccion
tiempo-concentracion de etanol (X1Xs) e interaccion cuadratica temperatura (X2%) que no
fueron significativos (p > 0.05). La mayor influencia lineal significativa se observo para la
variable temperatura (X2) seguida de la variable concentracion de etanol (Xs) (F-ratio:
83.65 y 18.18, respectivamente). Con respecto a las interacciones cuadraticas, el méas
significativo correspondié a la concentracion de etanol (Xs?) seguido de la interaccion

temperatura-concentracion de etanol (X2Xs) (F-ratio: 87.42 y 38.33, respectivamente).

Los modelos matematicos determinados para las variables CFT, ABTS y ORAC (Tabla 5)
se caracterizaron por tener una falta de ajuste no significativo (p > 0.05). Al respecto,
Gutiérrez y De la Vara (2008) mencionan que una falta de ajuste no significativa indica
que el modelo de segundo orden se ajusta de manera conveniente a los datos. También, los
modelos matematicos resultantes para las variables respuestas CFT, ABTS y ORAC
generaron coeficientes de determinacion (R?) altos de 95.36, 96.66 y 93.09 por ciento;
mientras que los valores R? ajustado fueron 88.39, 91.66 y 82.72, respectivamente. Los
valores R? indican cuanto porcentaje de la variabilidad de los resultados es explicado por el
modelo cuadratico. Asimismo, es un indicador confiable para evaluar la proximidad entre

los valores predichos por el modelo y los valores experimentales.

b. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

Las graficas de superficie respuesta presentadas en las Figuras 12, 13 y 14 se realizaron a
partir de los modelos matematicos de segundo orden de la Tabla 5. Estas figuras muestran
los efectos principales e interactivos de las variables independientes sobre las variables
respuestas, con el fin de identificar asi el valor 6ptimo de las variables independientes para
maximizar cada variable respuesta. Dichas figuras se obtuvieron fijando una variable en el
punto medio (nivel cero); mientras que las otras dos variables varian para predecir cada

variable respuesta.
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En las Figuras 12, 13 y 14 se muestran los graficos de superficie respuesta para el
contenido de CFT, capacidad antioxidante ABTS y ORAC, respectivamente, que presenta
el extracto de hojas de pampa mufia. Se observa que el aumento de la temperatura hasta 70
°C incremento las variables respuestas. Esto concuerda con lo mencionado por Kumar et
al. (2021), quienes indican que el aumento de la temperatura aumenta el rendimiento de la
extraccion asistida por ultrasonido (EAU), por incremento de la propiedad de desorcion y
la solubilidad del soluto en el solvente. Asimismo, Michalaki et al. (2023) indica que el
aumento de temperatura incrementa la difusividad, lo que a su vez mejora la transferencia
de masa y facilita la transferencia de CFT desde la matriz vegetal al solvente. Ademas,
Garrido et al. (2013) indica que un elevado contenido de CFT genera una mayor capacidad

antioxidante ABTS, tendencia que se observa en los resultados.

Otros estudios reportan que el aumento adicional de la temperatura disminuye el
rendimiento debido al efecto de cavitacion debilitado. Esto se debe a que las burbujas que
se forman implosionan con menor intensidad y disminuye el dafio de la ruptura de la pared
celular, lo cual reduce el rendimiento (Medina, 2017; Soto, 2022). Si bien este efecto no se
observa en ninguna de las figuras, es probable que si se utiliza temperaturas mayores a 70

°C se pueda apreciar ello.

En las Figuras 12, 13 y 14 se observo que el aumento de la concentracion de etanol hasta el
55 por ciento caus6 un incremento de las variables respuestas; sin embargo, el empleo de
concentraciones mayores causo una disminucién. Estudios previos sefialan que el aumento
de la concentracién de etanol aumenta el rendimiento del contenido de compuestos
fenolicos hasta una concentracion maxima de etanol y luego tiene un efecto negativo sobre
el rendimiento; lo observado se deberia a que la polaridad de la solucion disminuye y por
tanto se reduce la solubilidad de los compuestos fendlicos (Khazaei et al., 2016). Se
observa que al aplicar una concentracion de etanol mayor a 55 por ciento, se produce una
disminucion en la polaridad de la solucién. Esta disminucion conlleva una disminucion de
la solubilidad, reduciendo asi la extraccion de los compuestos fendlicos, y a su vez, los
valores de capacidad antioxidante evaluados mediante los métodos ABTS y ORAC
(Kumar et al., 2021).
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Con respecto a la concentracion de etanol, en la literatura revisada no se encontrd
informacidn sobre un valor 6ptimo para esta especie. Sin embargo, se han encontrado
estudios sobre otras plantas medicinales de la familia Lamiaceae que reportan valores
relevantes en este aspecto. Por ejemplo, Cui et al. (2017) reportaron que empleando etanol
al 76.58 por ciento obtuvo una mayor recuperacién de CFT a partir de hojas secas de
perilla. Asimismo, Aloisio et al. (2023) sefialaron que empleando una concentracion de
etanol al 50 por ciento obtuvo una mayor recuperacion de CFT de las hojas secas de
albahaca (O. basilicum). Ademas, Campos et al. (2022) indicaron que una concentracion
de etanol al 70 por ciento aumentd la extraccion de CFT y capacidad antioxidante ABTS
de las hojas secas de inca mufia. Por Gltimo, Moussa et al. (2022) sefialaron que empleando
etanol al 52 por ciento obtuvieron un mayor contenido de CFT y capacidad antioxidante
ABTS de las hojas de salvia. Se observa que la concentracion de etanol al 55 por ciento,
que generd los valores maximos de las variables respuestas, se sitla dentro del rango de
valores dptimos de concentracidn de etanol (50 a 76.58 por ciento) reportado para otras

plantas de la familia Lamiaceae.

En la Figura 12, se aprecia que el increment6 del tiempo de extraccion de 5 a 20 min a
temperaturas bajas (30 °C) aumento el contenido de CFT. Sin embargo, la prolongacién
del tiempo a temperaturas altas (70 °C) disminuyd el contenido de CFT. Esto concuerda
con lo mencionado por Cui et al. (2017), quienes indicaron que tiempos prolongados de
extraccion a temperaturas altas pueden degradar los compuestos fendlicos presentes en la
muestra. Por esta razon, es importante controlar de forma cuidadosa la temperatura para

evitar dicha degradacion.

Por otro lado, en las Figuras 13 y 14 se observa que la capacidad antioxidante ABTS y
capacidad antioxidante ORAC tendieron a aumentar ligeramente cuando incrementé el
tiempo de 5 a 20 min; sin embargo, se mostré una disminucion del valor ORAC cuando
incrementd el tiempo de 5 a 20 min a una temperatura de 50 °C empleando como solvente
una concentracion de etanol al 30 por ciento (Figura 13c). Esto se puede deber a la gran
influencia que presenta la concentracion del solvente frente a las otras dos variables
independientes utilizadas para la extraccion. Estudios como el de Aloisio et al. (2023)

demostraron que la aplicacion de concentraciones de etanol por debajo del 40 por ciento en
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hojas de albahaca otorgd un menor contenido de CFT, obteniendo asi un menor

rendimiento en la capacidad antioxidante ORAC.

Existen investigaciones sobre plantas medicinales de la familia Lamiaceae que han
optimizado la técnica de EAU y evaluado las mismas variables independientes (tiempo,
temperatura y concentracion de etanol) que se utilizaron en este estudio. Por ejemplo,
Michalaki et al. (2023) optimizaron el proceso de extraccion de CFT de hojas de orégano
vulgar (O. vulgare ssp. Hirtum) y determinaron que las condiciones Optimas fueron un
tiempo de 40 min, una temperatura de 80 °C y una concentracion de etanol del 60 por
ciento. Sin embargo, comparar los resultados de este estudio con los hallazgos existentes
en la literatura resulta complicado debido a las diferencias en los equipos utilizados, las

variables y rangos utilizados, asi como las diferencias en la matriz vegetal.

Es importante mencionar que en las pruebas preliminares de esta investigacion se
determind que una relacion MP:S de 1:100 g/mL ofreci6 mejores resultados de CFT,
capacidad antioxidante ABTS y ORAC para la pampa mufia. Este hallazgo se alinea con la
literatura encontrada sobre la relacion MP:S en plantas medicinales de la familia
Lamiaceae. Por ejemplo, Campos et al. (2022) evaluaron esta variable en el proceso de
extraccion de inca mufia, y observaron que al incrementar la relacion MP:S de 1:10 hasta
1:40 g/mL generd una mayor extraccion de CFT y capacidad antioxidante ABTS. Esto
concuerda con lo mencionado por Taweekayujan et al. (2023), quienes sefialaron que al
incrementar la relacion MP:S aumenta la gradiente de concentracion, favoreciendo asi la

transferencia de masa y mejorando la extraccion de compuestos fendlicos.

Durante las pruebas preliminares también se encontré que una amplitud del 40 por ciento
proporciond mejores resultados para la pampa mufia. Investigaciones previas han abordado
la amplitud durante la EAU de plantas medicinales de la familia Lamiaceae. Campos et al.
(2022) evaluaron esta variable en un rango del 20 al 70 por ciento para la inca mufia,
concluyendo que una amplitud del 70 por ciento es dptima para obtener un mayor
contenido de CFT y capacidad antioxidante ABTS. Por su parte, Aloisio et al. (2023)
estudiaron la amplitud en un rango del 20 al 100 por ciento para la albahaca, encontrando
que una amplitud del 50 por ciento es dptima para alcanzar un mayor contenido de CFT,
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acido rosmarinico y acidos fendlicos. Se puede observar que el valor de la amplitud puede

variar dependiendo la especie y las condiciones especificas del proceso de extraccion.

Es relevante destacar que la amplitud desempefia un papel importante en la EAU, ya que
puede influir en el incremento o disminucidn de los compuestos bioactivos. La seleccion
de una amplitud adecuada es fundamental para mejorar el rendimiento de la EAU, ya que
aumenta el namero de ciclos de compresion y rarefaccion de las ondas ultrasonicas. Este
fendmeno favorece la ruptura de las estructuras celulares y facilita la difusion de los
compuestos fenolicos hacia el solvente (Campos et al., 2022). Por otro lado, el uso de una
amplitud mayor y una exposicion prolongada puede ocasionar la degradaciéon de estos
compuestos, lo que genera una reduccion del contenido de CFT y la capacidad
antioxidante. Esto se puede deber a que un aumento de la amplitud genera un aumento de
la temperatura durante el proceso de EAU (Kumar et al., 2021).

C. OPTIMIZACION SIMULTANEA DE LAS RESPUESTAS

Para realizar la optimizacion simultanea de las respuestas, primero se construyd los
modelos matematicos de segundo orden para cada variable respuesta que se evalud, estos
se muestran en la Tabla 5. Posteriormente, se determind la funcién de deseabilidad para
cada variable respuesta, en este caso como se desea que los valores de las variables sean
maximos, se utilizé la escala d = 1. Luego, se combind las deseabilidades de las variables
respuestas para crear una sola funcion compuesta “D” de deseabilidad. Como las variables
respuestas de CFT, ABTS y ORAC fueron igual de importantes, la funcion compuesta “D”

se determind como la media geométrica de las funciones de deseabilidades por separado.

En la Tabla 6 se muestra la combinacién de variables independientes (tiempo, temperatura
y concentraciéon de etanol) que maximiza la funcién de deseabilidad compuesta “D”.
Asimismo, se aprecian las variables respuestas estimadas (CFT, ABTS y ORAC) para el
extracto de hojas de pampa mufia. Los valores se obtuvieron partir del software estadistico

Statgraphics Centurion XVI.
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Tabla 6: Variables respuestas estimadas en condiciones de optimizacion para

el extracto de hojas de pampa mufa

Condiciones 6ptimas Variables respuestas estimadas
Y1 Y2 Y3
X1 X2 X3
Tiempo Temperatura Etanol CFT ABTS ORAC
(min) °C) (%) (mg AGE/g (umol TE/g (umol TE/g
bs) bs) bs)
5.1 69.7 44.9 51.4 426.2 1,524.0

CFT: Compuestos fendlicos totales, ABTS: Capacidad antioxidante método ABTS, ORAC:
Capacidad antioxidante método ORAC.

d. VALIDACION DEL MODELO

Para la validacion del modelo matematico, se llevd a cabo pruebas experimentales para
evaluar la cercania que presentan con los valores estimados de las variables respuestas. Las
pruebas se realizaron bajo las condiciones Optimas de extraccion que se detallan en la
Tabla 6. Asimismo, se mantuvieron constantes la relacion MP:S de 1:100 g/mL, la
amplitud al 40 por ciento y las duraciones de pulso de 5 s encendido y 5 s apagado. En la
Tabla 7 se muestran los valores estimados y experimentales de las variables respuestas

evaluadas en el extracto de hojas de pampa mufia.

Tabla 7: Valores estimados y experimentales de las variables respuestas en

condiciones de optimizacidn para el extracto de hojas de pampa mufia

Variables respuestas Estimado Experimental*
Compuestos fenolicos totales (mg AGE/g bs) 51.4 50.9+£0.5
Capacidad antioxidante ABTS (umol TE/g bs) 426.2 405.5+ 3.0
Capacidad antioxidante ORAC (umol TE/g bs) 1,524.0 1,529.1 + 46.8

En la Tabla 7 se aprecia que los valores estimados y experimentales no presentan
diferencias importantes. Asimismo, es importante sefialar que la condicion dptima para
esta optimizacion se determiné con una funcion compuesta de deseabilidad con un valor d

=0.9501, lo que significa que el 95 por ciento del objetivo estimado se encontrd realizando
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la extraccion con las condiciones dptimas. Los valores experimentales de CFT, ABTS y
ORAC se aproximaron a los valores estimados en un 99.03, 95.15 y 100.33 por ciento. Los
datos experimentales se encontraban dentro del intervalo de confianza del 95 por ciento de
los modelos de segundo orden. De tal forma, el modelo podria usarse para predecir los

valores de las variables respuestas.

A continuacion, se presentan algunos estudios que emplearon la misma técnica de EAU en
plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae, y que también optimizaron las mismas
variables respuestas evaluadas en el presente estudio (CFT, ABTS y ORAC). Respecto al
contenido de CFT, Cui et al. (2017) optimizaron esta variable en las hojas de perilla, y
observaron que el valor experimental y estimado se aproximaron en un 99.93 por ciento.
Asimismo, Campos et al. (2022) optimizaron el CFT de las hojas de inca mufa y
observaron una aproximacion del 95.64 por ciento entre el valor experimental y el
estimado. De manera similar, Michalaki et al. (2023) en su optimizacion de CFT de las
hojas de orégano vulgar demostraron que el valor experimental y estimado se acercaron en

un 99.75 por ciento.

Con respecto a las capacidades antioxidantes, Campos et al. (2022) optimizaron la variable
ABTS en las hojas de inca mufia y observaron que el valor experimental y estimado se
aproximaron en un 95.18 por ciento. Por su parte, Zhou et al. (2013) optimizaron la misma
variable en las hojas de clerodendrum (Clerodendrum cyrtophyllum Turcz), y observaron

que los valores se asemejaron en un 99.67 por ciento.

Por otra parte, cuando se evalu6 inicialmente el contenido de CFT en las hojas de pampa
mufia se determind un valor de 30.48 mg AGE/g bs (Tabla 3), y con la optimizacién de las
condiciones de extraccion increment6 a 50.90 mg AGE/g bs (Tabla 7), obteniendo asi un
incremento en la extraccion de 66.99%. Este aumento del contenido de CFT se puede
deber a la aplicacion de temperatura durante la extraccion, debido a que incrementa la
solubilidad del soluto en el solvente y hay una mejor de extraccion de estos compuestos de

interés (Kumar et al., 2021).
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4.1.3. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR UPLC®-PDA
DEL EXTRACTO OPTIMO DE PAMPA MUNA

Los resultados de la cuantificacion de los compuestos fendlicos de las hojas de pampa
mufia por cromatografia liquida acoplado a detector de arreglo de diodos (PDA), se
aprecian en la Tabla 8. Ademas, el cromatograma del presente extracto se encuentra en el

Anexo 4.

En la Tabla 8, se observa que para el extracto etandlico de las hojas de pampa mufia se
detectaron un total de 14 picos, de los cuales 7 picos fueron identificados como
compuestos pertenecientes a los acidos fendlicos (derivados de &cidos hidroxicinamicos);
mientras que los 7 picos restantes se identificaron como flavonoides (derivados de
flavanona y flavona). Esto se asemeja a lo reportado por Molina et al. (2023), quienes
indicaron que la extraccion realizada al poleo (H. drummondi) con solventes polares como
metanol otorgd una mayor extraccion de compuestos bioactivos como &cidos
hidroxicinamicos (acido rosmarinico y &cido cafeico) y flavonoides. Es importante indicar,
que tanto el metanol como el etanol permite extraer este tipo de compuestos fendlicos; sin

embargo, el metanol se caracteriza por ser un solvente toxico (Aloisio et al., 2023).

La cuantificacion total de los compuestos fendlicos obtuvo un valor de 18.58 mg/g bs,
siendo el acido rosmarinico el méas abundante con 9.98 mg/g bs (~53.71 por ciento). Al
respecto, Serrano et al. (2020) sefialan que el acido rosmarinico es uno de los compuestos
fendlicos mas predominantes en las plantas medicinales de la familia Lamiaceae. Esto se
asemeja a lo reportado por Campos et al. (2022), quienes utilizando UPLC-PDA para
analizar un extracto etandlico de inca mufia obtenido mediante EAU en condiciones
Optimas, reportaron que el &cido rosmarinico se identific6 como el segundo compuesto
mayoritario. Ademas, Serrano (2022) sefiala que, si bien el acido rosmarinico es soluble en
etanol, la mayor extraccion de este compuesto fendlico se da en bajas concentraciones
(aprox. 20-30 por ciento), debido a una mayor afinidad quimica con el solvente bajo esas

condiciones.
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Tabla 8: Identificacion y contenido (mg/g bs) de los principales compuestos fenolicos del extracto de hojas de pampa mufa por

UPLC-PDA
P:clz\(las Tiemp(cr)nri?]t)encién 7(‘:::;( Fendlico asignado Familia (m%(/)gnﬁgjigzs)
1 7.39 323.9 Derivado de acido cafeico Acido hidroxicinamico Tr
2 9.17 310.8 Derivado de acido p-cumaérico Acido hidroxicinamico Tr
3 10.81 325.1 Derivado de acido cafeico Acido hidroxicinamico 3.65
4 11.27 313.1 Derivado de acido p-cumarico Acido hidroxicinamico Tr
5 13.73 311.9 Derivado de acido p-cumarico Acido hidroxicinamico 2.08
6 18.99 275.0 Derivado de naringenina Flavanona 2.28
7 20.16 254.9, 347.3 Derivado de luteolina Flavona Tr
8 20.33 266.7, 348.5 Derivado de luteolina Flavona Tr
9 21.29 282.2,332.3 Derivado de apigenina Flavona Tr
10 22.21 328.7 Acido rosmarinico Acido hidroxicinamico 9.98
11 23.81 267.9, 332.3 Derivado de apigenina Flavona 0.48
12 23.97 321.5 Derivado de acido cafeico Acido hidroxicinamico Tr
13 24.03 283.3,329.9 Derivado de naringenina Flavanona 0.11
14 25.03 288.1, 347.3 Derivado de luteolina Flavona Tr
Total 18.58

Identificacién basada en el espectro de absorcion entre 280-700 nm. Tr: Trazas (compuesto identificado, pero no cuantificado)



En cuanto a los &cidos hidroxicinamicos se cuantifico con un valor de 5.73 mg/g bs
(~30.84 por ciento), y se encontré compuestos derivados de acido cafeico y de &cido p-
cumarico. Raya (2020) indicd una baja presencia de estos dos &cidos hidroxicindmicos en
el perfil fendlico de los extractos acuosos a partir de hojas secas de tabaquillo (H. piperita).
Asimismo, en los extractos metandlicos de poleo y orégano se identifico la presencia de
acido cafeico y acido clorogénico (Viveros et al., 2007; Criollo et al., 2022). Otro
compuesto derivado de los &cidos hidroxicinamicos que se han encontrado en el extracto
de orégano con un disolvente compuesto por metanol/acetona/agua (50:40:10) es el acido

neoclorogénico (&cido-3-O-cafeoilquinico) (Leyva et al., 2016).

Con respecto a los flavonoides, se cuantifico con un valor de 2.87 mg/g (~15.45 por
ciento), y se detecté mayor presencia de flavonas derivadas de luteolina y apigenina que de
flavanonas derivadas de naringenina. Esto se asemeja a lo reportado por Serrano (2022),
quien menciona que para la pampa mufia se detectd la presencia de los siguientes
flavonoides: eriodictiol-7-O-rutindsido, naringenina-7-rhamnosido-glucosido, hesperidina,
acetilglicitina y luteolina. Ademas, Criollo et al. (2022) indicaron que el perfil fendlico del
extracto metandlico de orégano presenté mayores compuestos del tipo flavonas tales como
luteolina-7-glucésido, apigenina-7-neohesperidosida, baicaleina, luteolina y apigenina;
mientras que en las flavanonas se identifico eriodictiol y naringenina. Por su parte, Leyva
et al. (2016) reportaron que a partir del extracto de poleo con un disolvente compuesto por
metanol/acetona/agua (50:40:10) presentd dos flavonoides principales, luteolina-7-O-
glucurdnido y escutellareina-7-O-hexosido. Las diferencias entre los perfiles fendlicos
pueden deberse a la genética que presenta cada especie de la familia Lamiaceae, en el
estado vegetativo de la planta, asi como el método y solvente utilizado para la extraccion
(Gutiérrez et al., 2018).

4.1.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL EXTRACTO OPTIMO DE PAMPA MUNA

En la Tabla 9 se muestran las actividades bioldgicas que se determinaron en el extracto
Optimo de pampa mufia. Se evalué la actividad hipoglucemiante, hipolipemiante y
antihipertensiva a diferentes concentraciones. Los resultados de ICsp se expresaron como

mg extracto seco de pampa mufia por mililitro de solucion (mg/mL), y en términos de
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contenido fendlico, es decir, mg acido galico equivalente por mililitro de solucién (mg
AGE/mL).

Tabla 9: Actividad bioldgica del extracto de hojas de pampa mufia

Concentracion

Actividad (Mg g Mibicion '(fnSgo 1C50
biologica AGE/ mL) (%)* AGE/mL)* (mg /mL)*
mL)
1013 4793 61.11%3.74
6.76 3195  36.88+ 123
a-amilasa 5.07 2396  2521+0.77 845040 39.95+1.88
4.05 1917  19.95+2.18
3.38 1598  13.49 + 1.60
5.07 2396  59.88 + 2.56
253 11.98  39.85+ 1.56
a-glucosidasa 1.69 799  3483+025 352+028 16.63+134
1.27 599  23.77 250
1.01 479  21.03+0.93
1.01 479  81.50+0.35
N 0.34 160  50.72%0.70
ﬁ;ﬂ‘l’i'g:ﬂiame 0.20 096  37.14+115 032+001 1.510.03
0.14 068  27.38+1.02
0.10 048  21.89+182
3.50 1655 5894+ 1.68
N 3.00 1419  48.92+0.30
aAn‘iti'r:’igj;?ensiva 2.50 11.82  37.96+365 3.06+008 14.48+0.38
2.00 0.46  22.53+0.66
1.50 700 10.46 £0.19

AGE: Acido gélico equivalente. *Los resultados corresponden al promedio + desviacion estandar de
tres repeticiones.

a. ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

La actividad hipoglucemiante del extracto de pampa mufia se evalud a traves de la
inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, debido a que estas enzimas participan
en la absorcién de hidratos de carbono e incrementan la velocidad de absorcién de glucosa

en sangre (Stojkovic et al., 2019). En la Tabla 9, se observa que a medida que se
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incrementd la concentracion del extracto de pampa muiia (mg AGE/mL o mg /mL)

aumento la actividad inhibitoria de ambas enzimas.

En el caso de la enzima a-amilasa, se llegd a inhibir el 61.11 por ciento al emplear una
concentracion de 47.93 mg/mL (~10.13 mg AGE/mL), y presentd un valor de I1Cso de
39.95 mg/mL (~8.45 mg AGE/mL). Si bien no hay informacion especifica sobre esta
especie, existen estudios que reportan el ICso en otras plantas medicinales pertenecientes a

la familia Lamiaceae.

Por ejemplo, Safamansouri et al. (2014) sefialaron los valores de 1Cso para los extractos
metanolicos de diversas plantas, como salvia de Jerusalén (Phlomis rigida) con 4.4
mg/mL; oreja de conejo (Stachys bizantina) con 5.8 mg/mL; P. bruguieri con 9.2 mg/mL y
escutelaria (Scutellaria tournefortii) con 13.5 mg/mL. Asimismo, Thengyai et al. (2019)
sefialaron que el extracto etandlico de hojas de grosella arbustiva (Vitex glabrata) presento
un valor de ICso de 14.54 pg/mL (~0.014 mg/mL). Por ultimo, Tundis et al. (2023)
reportaron que los extractos etandlicos de lavanda (Lavandula angustifolia) recolectadas de
dos lugares de Italia presentaron valores de ICso de 6.8 pg/mL (~0.007 mg/mL) y 14.8
pg/mL (~0.015 mg/mL). Se aprecia que existen diferencias entre los valores ICso, al
comparar los valores del extracto de pampa mufia con otras especies de la misma familia
Lamiaceae. Estas diferencias se deben a diversos factores, entre los cuales se encuentran la
variabilidad genética, factores ambientales, el método de extraccién, asi como las

condiciones experimentales de las pruebas enziméticas (Lianza et al., 2022).

Con respecto a la actividad bilogica de la enzima a-glucosidasa, al emplear una
concentracion de 23.96 mg/mL (~5.07 mg AGE/mL) se obtuvo un porcentaje de inhibicién
de 59.88 por ciento, y se calculé un valor ICso de 16.63 mg/mL (~3.52 mg AGE/mL). No
se encontrd informacion respecto a esta especie, sin embargo, hay estudios que determinan
el ICso de los extractos de otras plantas medicinales de la familia Lamiaceae. Ali et al.
(2014) indicaron que el extracto metandlico de romero present6 un valor de ICso de 30.39
pg/mL (~0.030 mg/mL). Ademas, Thengyai et al. (2019) reportaron que el extracto
etandlico de Vitex glabrata presento un valor de 1Cso de 11.22 pg/mL (~0.011 mg/mL). Por
su parte, Tundis et al. (2023) sefialaron que para los extractos etandlicos de lavanda

recolectadas de dos zonas diferentes de Italia presentaron valores de ICso de 2.5 pg/mL
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(~0.0025 mg/mL) y 2.1 pg/mL (~0.0021 mg/mL). Se observa las diferencias entre los
valores ICso del extracto etandlico de pampa mufia con otras especies de la misma familia
Lamiaceae. Estas diferencias pueden deberse a los mismos factores sefialados en la

actividad o-amilasa.

Por otro lado, el extracto etandlico de pampa mufa, a una misma concentracion, presenta
mayor inhibicién de la enzima a-glucosidasa que de la enzima a-amilasa. Esto guarda
similitud con lo sefialado por Eskandani et al. (2016), quienes indicaron que los extractos
metandlicos de las 13 plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae presentaron un mayor

potencial de inhibicion de la a-glucosidasa en comparacién con la a-amilasa.

La capacidad de inhibir las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa podria atribuirse a los
compuestos bioactivos presentes en el extracto de pampa mufia. Mediante el analisis de
compuestos fendlicos (item 4.1.3) se detect6 la presencia de los siguientes compuestos:
acidos hidroxicinamicos (&cido rosmarinico, derivados de &cido cafeico, derivados de
acido p-cumaérico), flavonas (derivados de luteolina y apigenina) y flavanona (derivados de

naringenina), tal como se mostré en la Tabla 8.

En relacion con los &cidos hidroxicinamicos identificados, numerosos estudios in vivo
evidencian su capacidad para inhibir la a-amilasa y la a-glucosidasa, lo que significa que
poseen propiedades hipoglucemiantes. Cuando se administran estos compuestos a ratones
con diabetes inducida por farmacos o por una dieta alta en grasas, ya sea por via oral o
intraperitoneal en un lapso determinado, se ha demostrado que aumentan los niveles de
insulina, logrando asi la reduccién de los niveles elevados de glucosa en sangre (Nyandwi
et al., 2021; Akhlaghipour et al., 2023; Mani et al., 2002).

Como se mencion0 anteriormente, los flavonoides presentan la capacidad de inhibir la a-
amilasa y la a-glucosidasa. Sin embargo, Sun et al. (2019) indica que las flavonas y
flavonoles presentan una mayor inhibicion de la enzima a-amilasa que las flavanonas y
flavanoles. Esto se debe a que las flavonas y flavonoles presentan un doble enlace C2-C3
gue ademas de debilitar la conjugacion enzima-sustrato, también transforma la estructura
molecular casi plana a flexible, y disminuye la capacidad de que el sustrato alcance el sitio

activo de la enzima o-amilasa debido al impedimento estérico. Con lo mencionado
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anteriormente, es posible sefalar que las flavonas derivado de la luteolina y derivado de la
apigenina presentarian una mayor inhibicién que la flavanona derivado de la naringenina.
Por otro lado, Priscilla et al. (2014) en su estudio in vitro sefialaron que la naringenina fue
capaz de inhibir la actividad de la a- glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, y que
permitio mejorar la sensibilidad a la insulina y disminuir los niveles de glucosa en sangre
en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina. Es importante indicar que es dificil
atribuir que un solo compuesto fendlico proporciona el efecto hipoglucemiante, ya que en
el extracto de pampa mufia se observa la presencia de diferentes compuestos bioactivos.

b. ACTIVIDAD HIPOLIPEMIANTE

El extracto de pampa mufia a la concentracion de 4.79 mg/mL (~1.01 mg AGE/mL) mostré
una inhibicion de la lipasa pancreatica de 81.50 por ciento, y su valor de 1Cso fue de 1.51
mg/mL (~0.32 mg AGE/mL), tal como se aprecia en la Tabla 9. No se encontrd
informacion especifica a partir del extracto de esta especie; sin embargo, Seyedan et al.
(2015) recopil6 la actividad inhibidora contra la lipasa pancreética (ICso) para extractos de
plantas medicinales pertenecientes a la familia Lamiaceae. Las plantas que presentaron
valores mayores de ICso fueron menta (M. spicata L.) con 7.85 mg/mL; romero (R.
officinalis) con 6.99 mg/mL y orégano vulgar con mas de 10 mg/mL. Por otro lado, se
reportaron valores inferiores en orégano de Siria (O. syriaca L.) con 234 pg/mL (~0.23
mg/mL) y salvia (S. spinosa L.) con 156.2 ng/mL (~0.16 mg/mL). Se aprecia que el valor
ICs0 se encuentran dentro del rango de valores reportados previamente, lo cual permite
indicar que el extracto de hojas de pampa mufa si presenta un buen potencial para inhibir

lipasa pancreatica.

La capacidad que presentd el extracto etandlico de pampa mufia para inhibir la enzima
lipasa pancreatica de porcino podria atribuirse a sus compuestos fenolicos principales
(Tabla 8), tales como los &cidos hidroxicinamicos (acido rosmarinico, derivados de acido
cafeico, derivados de &cido p-cumarico), las flavonas (derivados de luteolina y apigenina)

y la flavanona (derivados de naringenina).

Estudios in vivo han demostrado la capacidad hipolipemiante que presentan estos

compuestos fenolicos. Nyandwi et al. (2021) mostraron que el &cido rosmarinico tiene
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actividad hipolipemiante, debido a que redujo la acumulacién de lipidos en el tejido
adiposo en ratones C57BL/6J hiperlipidémicos inducidos por una dieta rica en grasas. Por
su parte, Liao et al. (2013) indicaron que el acido cafeico exhibe un potencial significativo
como agente antiobesidad mediante la supresion de las enzimas lipogénicas y la

acumulacién de lipidos hepaticos.

Con respecto a los flavonoides identificados en el extracto etandlico de pampa mufia,
estudios in vivo han demostrado que presentan capacidad hipolipemiante. Por ejemplo,
segun Yu et al. (2022) la naringina extraida de pomelo redujo el peso corporal, asi como
los niveles séricos de triglicéridos, colesterol total (CT) y colesterol LDL (C-LDL) en

sangre de ratones hiperlipidémicos.

C. ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

Respecto a la actividad antihipertensiva, en la Tabla 9 se observa que el extracto de hojas
de pampa mufia en la concentracion de 16.55 mg/mL (~3.50 mg AGE/mL) mostré una
moderada inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) de 58.94 por ciento,
y su valor de 1Cso fue de 14.48 mg/mL (~3.06 mg AGE/mL). Al igual que en las anteriores
actividades no se obtuvo informacion especifica de esta especie. Pese a ello, se comparo
con otras plantas medicinales de la misma familia Lamiaceae. Por ejemplo, Irondi et al.
(2016) indicaron que los extracto metandlicos de hojas de albahaca de clavo (O.
gratissimum) y albahaca (O. basilicum) presentaron valores 1Cso de 29.44 pg/mL (~0.029
mg/mL) y 64.99 pg/mL (~0.065 mg/mL), respectivamente. Se aprecia que el extracto de
hojas de pampa mufia requirié una mayor concentracion para inhibir el 50 por ciento de la
ECA.

La capacidad que presentd el extracto etandlico de hojas de pampa mufia para inhibir la
ECA podria atribuirse a sus compuestos fendlicos, como los acidos hidroxicindmicos
(&cido rosmarinico, derivados de &cido cafeico, derivados de acido p-cumérico), las
flavonas (derivados de luteolina y apigenina) y la flavanona (derivados de naringenina), los

cuales se cuantificaron mediante la técnica de UPLC-PDA.
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Con respecto a los acidos fendlicos, se consideran como inhibidores eficaces de la ECA
gracias a los grupos funcionales que presenta, los cuales son carboxilo e hidroxilo. Esto se
debe a que los &cidos fendlicos establecen interacciones carga-carga con el ion zinc
presente en el sitio activo de ECA, utilizando el atomo de oxigeno de su fraccion
carboxilato. Ademas, se observa que estos compuestos interactian con los residuos de
aminoéacidos en el sitio activo de la ECA, lo que conduce a la formacion de un complejo
molecular estable entre la molécula de &cido fendlico y la ECA (lrondi et al., 2016).
Ademas, estudios in vitro sefialan que el &cido cafeico, en su forma pura, demostro
capacidad para inhibir la ECA. Sin embargo, al ser comparado con el farmaco captopril, se
observo que este Gltimo continud ofreciendo una mayor inhibicion de la ECA (Zielinska et
al., 2021).

4.2. CEDRONCILLO

4.2.1. CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE CEDRONCILLO

Los resultados de los analisis de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante realizados

a las hojas de cedroncillo (Aloysia herrerae) se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Caracteristicas de las hojas de cedroncillo (Aloysia herrerae)

Anélisis Valor*

Humedad (%) 4.60 £ 0.07
Compuestos fenolicos totales (mg AGE/g bs) 56.03 = 3.02
Fendlicos libres (mg AGE/g bs) 43.51+2.63
Fendlicos ligados (mg AGE/g bs) 6.08 + 0.43
Fraccién de ligados (%) 12.27 £ 0.64
Flavonoides totales (mg quercetina/g bs) 23.10+1.10
Flavanoles totales (mg catequina/g bs) 0.30£0.02
Capacidad antioxidante ABTS (umol TE/g bs) 393.38 £ 9.80
Capacidad antioxidante ORAC (umol TE/g bs) 1949.47 + 171.58
Capacidad antioxidante especifica ABTS (umol TE/mg AGE) 7.03+0.44
Capacidad antioxidante especifica ORAC (umol TE/mg AGE) 34.75+1.25

AGE: Acido galico equivalente; TE: Trolox equivalente.
*Los resultados corresponden al promedio + desviacidn estandar de tres repeticiones.
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Las hojas de cedroncillo después del acondicionamiento obtuvo una humedad del 4.60 por
ciento, tal como se muestra en la Tabla 10. Alpaca (2018) al emplear dos métodos de
secado a las hojas de cedrdn (A. triphylla), secado bajo sombra (Tmin: 11 °C y Tmax: 22 °C)
durante 40 h y secado en cdmara caliente a 40 °C por 4 h y 30 min, obtuvo contenidos de
humedad de 9.99 por ciento y 9.41 por ciento, respectivamente. Ademas, Garcia (2017)
sefialo que el cedron obtuvo una humedad entre 10-12 por ciento cuando se llevé a cabo el
secado bajo sombra con los siguientes parametros ambientales controlados: humedad
relativa 21 por ciento, temperatura promedio 25 °C y velocidad de aire 4.4 m/s. Los
resultados reportados presentaron un mayor contenido de humedad que en la presente
investigacion. Esto se debe a que las hojas de cedroncillo fueron sometidas inicialmente a
un proceso de secado bajo sombra, seguido de un secado en bandejas, lo que resulté en una
mayor evaporacion del agua interna presente en el tejido. Ademas, existe diferencias entre
los resultados que puede deberse a diferentes factores, tales como el origen del material

vegetal, especie de la planta, condiciones de cosecha y post-cosecha entre otros.

Las hojas de cedroncillo presentaron un contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)
de 56.03 mg AGE/g bs. Si bien esta planta no ha sido reportada en estudios previos, hay
estudios sobre las plantas que comparten el mismo género taxonémico. Por ejemplo,
Tammar et al. (2021) indicaron que las hojas de verbena (A. citrodora) de cuatro
localidades de Tunez vario entre 11.66 y 29.16 mg AGE/g bs; mientras que Alvarez et al.
(2019) indicaron que la verbena recolectada de México present6 un contenido de 27.53 mg
AGE/g bs. Asimismo, Avila et al. (2018) reportaron que el cedrén del monte (A.
gratissima) recolectado de México presentd un contenido de 15.04 mg AGE/g bs. Ademas,
Rezig et al. (2019) sefialaron que las hojas de cedron de cuatro localidades de Tinez
variaron de 14.25 a 26.58 mg AGE/g bs. Se aprecia que el contenido de CFT de
cedroncillo presentd un mayor contenido al compararlo con otras especies del mismo
género Aloysia. Ademas, las diferencias encontradas entre los valores de CFT no solo se
deben a que son diferentes especies, también se ve influenciado por el origen del material
vegetal, condiciones expuestas durante las etapas de crecimiento de la planta, condiciones

post-cosecha, condiciones de extraccion entre otros (Criollo et al., 2022).

En la Tabla 10, también se puede observar que el contenido de compuestos fendlicos de la

fraccion libre y ligada presentaron valores de 43.51 y 6.08 mg AGE/g bs, respectivamente.
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Los compuestos fendlicos libres de las hojas de cedroncillo se encontraron en mayor
proporcion (87.73 por ciento) que los compuestos fenolicos ligados (12.27 por ciento).
Este comportamiento de presentar un mayor contenido de fenolicos libres es similar a los
determinados por Yang et al. (2022), quienes indicaron que dos cultivares de hojas de rosa
castafia (Rosa roxburghii Tratt), Seedles Cili y Gui Nong No. 5, mostraron fracciones
libres y ligadas de 94.28 y 11.19 mg AGE/g bs, y 72.71 y 17.75 mg AGE/g bs,
respectivamente. Segun Zhang et al. (2020) la mayoria de las frutas y verduras tienen un
mayor contenido de compuestos fenolicos en forma libre, a diferencia de los cereales y
legumbres que presentan un mayor contenido de compuestos fendlicos en forma ligada-
insoluble. Asimismo, Shahidi y Hossain (2023) sefialan que las fracciones de los
compuestos fendlicos dependen principalmente del origen de la materia prima, los métodos

de procesamiento y las técnicas de extraccion.

Por otro lado, Velderrain (2013) indica que los compuestos fendlicos libres son mas
bioaccesibles y biodisponibles. En relacion a lo mencionado anteriormente, esto sugeriria
que si se consume hojas de cedroncillo, alrededor del 87.73 por ciento de los compuestos
fendlicos podrian ser liberados y transformarse en compuestos de bajo peso molecular que
puedan atravesar el intestino (bioaccesible), y al ser absorbidos podrian llegar a torrente
sanguineo y ejercer sus propiedades bioactivas (biodisponibilidad); mientras que el 12.27
por ciento de los compuestos fendlicos no se absorberian a nivel de intestino delgado, sino
en el intestino grueso, especificamente en el colén. Ademas, Zhang et al. (2020) sefiala que
los compuestos fendlicos ligados que estan asociados con componentes de la pared celular
pueden fermentarse por parte de la microbiota del colén produciendo una reduccién del pH

del medio que permite inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos.

En cuanto al contenido de flavonoides totales, las hojas de cedroncillo presentaron un valor
de 23.10 mg quercetina/g bs, tal como se muestra en la Tabla 10. Como se mencion0
anteriormente, esta especie no se ha observado en estudios previos; sin embargo, algunos
estudios han reportado plantas del mismo género taxondémico. Hematian et al. (2021)
reportaron que el extracto metanolico de hojas de verbena, las cuales fueron recolectadas
de Iran, presento un valor 14.54 mg quercetina/g bs. Por su parte, Polumackanycz et al.
(2022) sefialaron que a partir del extracto hidrometandélico (80:20, v/v) de hojas de verbena

recolectadas de Polonia se obtuvo 2.18 mg quercetina/g bs. Por otro lado, Aldeen et al.
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(2015) indicaron que los extractos obtenidos con agua por infusion e infusion continua de
hojas de verbena presentaron un contenido de flavonoides totales de 2.41 a 6.94 mg
quercetina/g bs y 2.87 a 7.56 mg quercetina/g bs, respectivamente. Ademas, Yungan
(2019) sefiald que a partir del extracto etandlico al 70 por ciento de hojas de cedron
recolectadas de Ecuador se obtuvo 10.89 mg quercetina/g bs. Por altimo, Lasagni et al.
(2014) reportaron que los extractos obtenidos con agua por infusion y decoccion de las
hojas de cedron presentaron valores de 9.74 y 10.11 mg quercetina/g bs, respectivamente.
Se aprecia que los resultados reportados son inferiores al valor obtenido en la presente
investigacion, lo cual podria indicar que las hojas de cedroncillo han desarrollado mayor
presencia de estos compuestos por estar mas expuestos a situaciones de estrés oxidativo
(Santayana, 2018). Las diferencias presentadas pueden deberse a que son especies
diferentes del mismo género Aloysia, el origen geografico, el solvente utilizado, la técnica
de extraccion, el estado vegetativo de las hojas entre otros.En adicién, el contenido de
flavonoides representd aproximadamente el 41 por ciento de los compuestos fendlicos
totales de las hojas de cedroncillo. Este resultado concuerda con lo mencionado por
Bahramsoltani et al. (2018), quienes indican que los flavonoides son los compuestos

fenolicos mas abundantes en las hojas de las plantas.

El contenido de flavanoles totales de las hojas de las hojas de cedroncillo fue de 0.30 mg
catequina/g bs. Al respecto, Chirinos et al. (2013) indicaron que no lograron detectar
flavanoles para el extracto de cedron. Por otro lado, las hojas de cedroncillo mostraron un
valor superior de flavanoles en comparacion con otras plantas medicinales, tales como
mutuy (Cassia hookeriana Gill) y aliso (Alnus acuminata) que presentaron valores de 0.08
y 0.29 mg catequina/g bs, respectivamente (Chirinos et al., 2013). Por su parte, Enkhtuya
et al. (2014) reportaron valores entre 1 y 32 mg catequina/g bs en plantas medicinales que
crecen de manera silvestre en Mongolia, los cuales superaron el valor obtenido en la

presente investigacion.

En la Tabla 10 se observa una gran diferencia entre los valores obtenidos mediante los
métodos ABTS y ORAC para evaluar la capacidad antioxidante de las hojas de
cedroncillo, esto se debe principalmente al mecanismo de reaccion que presenta cada
método (Santos et al., 2018). Ademas, se aprecia que las hojas de cedroncillo exhibieron

una alta capacidad antioxidante ORAC (1,949.47 umol TE/g bs) en comparacion con la
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capacidad antioxidante ABTS (393.38 umol TE/g bs). Asimismo, se muestra que la
capacidad antioxidante especifica ORAC (34.75 pumol TE/mg AGE) es superior a la
capacidad especifica ABTS (7.03 umol TE/mg AGE). Lo mencionado anteriormente,
indica que las hojas de cedroncillo presentan un mayor potencial de neutralizacion de
radicales peroxilo que radicales ABTS™", y que los compuestos que otorgan una mayor

capacidad antioxidante son los compuestos fendlicos (Xu et al., 2017).

Con respecto al método ABTS, los datos de la literatura acerca de la capacidad
antioxidante que presentan las hojas de cedroncillo son escasos; sin embargo, existen datos
de plantas que pertenecen al género Aloysia. Por ejemplo, Trevizan et al. (2020) sefialaron
que a partir del extracto etandlico de las hojas de rika-rika (A. tarapacana) se obtuvo un
valor de 29.89 umol TE/g bs. También, Chirinos et al. (2013) reportaron que el extracto de
cedron present6 un valor de 448.7 umol TE/g bs. Por otro lado, se dispone de informacién
sobre plantas que pertenece a la familia Verbenaceae, que alberga otros géneros a parte del
género Aloysia. Plaza et al. (2010) indicaron que los extractos obtenidos por extraccion de
agua subcritica de las hojas de verbena comun (Verbena officinalis) a una temperatura de
100 °C y 200 °C presentaron valores de 959 pumol TE/g bs y 2,156 umol TE/g bs,
respectivamente. Se aprecia que los valores reportados y el valor obtenido de la presente
investigacion son diferentes entre si. Esta diferencia se encuentra influenciado por la
materia prima, estado fenol6gico, técnica de extraccion, entre otros. Ademas, la técnica de
extraccion abarca las condiciones de temperatura, tiempo, solvente entre otros parametros,
los cuales pueden afectar la liberacion de los compuestos bioactivos, y con ello variar de
forma positiva 0 negativa el valor de la capacidad antioxidante (Polumackanycz et al.,
2022).

Por otro lado, se observd que la capacidad antioxidante ABTS de las hojas de cedroncillo
(393.38 umol TE/g bs) presento un valor superior en comparacion con otras plantas
medicinales. Por ejemplo, Trevizan et al. (2020) reportaron valores de 4.80 a 185.85 pumol
TE/g bs para plantas andinas seleccionadas del norte de Chile; mientras que Biswas et al.
(2023) indicaron valores de 95.60 y 104.10 umol TE/g bs para dos plantas medicinales
provenientes de China, yute (Corchorus capsularis) y mulujia (C. olitorius),
respectivamente. A partir de estos resultados se podria indicar que las hojas de cedroncillo

es un eliminador potente del radical ABTS™".
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Como se indico anteriormente, empleando el método ORAC a las hojas de cedroncillo se
registré un valor de 1,949.47 umol TE/g bs. Al respecto, Trevizan et al. (2020) sefialaron
que a partir del extracto etandlico de las hojas de rika-rika se obtuvo un valor de 130.31
umol TE/g bs. Por otro lado, Chirinos et al. (2013) reportaron que el extracto de cedrén
presento un valor de 798.2 umol TE/g bs. Asi mismo, Plaza et al. (2010) reportaron que los
extractos obtenidos por extraccion de agua subcritica de las hojas de verbena comdn a una
temperatura de 100 °C y 200 °C presentaron valores de 1,757.4 umol TE/g bs y 4,214.2
umol TE/g bs, respectivamente. Se aprecia que las hojas de cedroncillo presentd una mayor
capacidad antioxidante ORAC que los valores de la literatura. Las diferencias observadas
ademas de atribuirse a las diferentes especies, se pueden deber las diferencias que presente

cada método.

Por otro lado, las hojas de cedroncillo demostraron tener mayor cantidad de compuestos
bioactivos (CFT, fendlicos libres, flavonoides totales y flavanoles totales) y capacidad
antioxidante ABTS y ORAC que las hojas de pampa mufa (Tabla 3). Esto podria indicar
que las hojas cedroncillo proporciona una mayor cantidad de efectos beneficiosos para la
salud al tener un contenido mas elevado de compuestos antioxidantes (Pefiarrieta et al.,
2014).

4.2.2. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO
DE CEDRONCILLO

En la etapa de optimizacion de la extraccién asistida por ultrasonido a partir de hojas de
cedroncillo, se aplic6 la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) basado en el
Disefio de Box-Behnken (DBB). Se emplearon tres variables independientes para llevar a
cabo la optimizacion: tiempo (X1), temperatura (X2) y concentracion de etanol (X3).
Ademas, se incorporaron cuatro puntos centrales, resultando en un total de 16 corridas
(tratamientos experimentales). El criterio de optimizacion usado fue maximizar las
siguientes tres variables respuestas: contenido de compuestos fendélicos totales (mg AGE/g
bs) (Y1), capacidad antioxidante ABTS (umol TE/g bs) (Y2) y capacidad antioxidante
ORAC (pumol TE/g bs) (Y3). La Tabla 11 presenta los valores obtenidos de las tres

variables respuestas analizadas en los extractos etandlicos de las hojas de cedroncillo.
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Tabla 11: Resultados* de las variables respuestas (CFT, ABTS y ORAC) utilizando la metodologia de superficie respuesta basado

en el disefio de Box-Behnken para la extraccion asistida por ultrasonido de las hojas de cedroncillo

Variables independientes

Variables respuestas

Corridas X X2 X3 Y1 Y2 Y3
Tiempo Temperatura Etanol CFT ABTS ORAC
(min) (°C) (%) (mg AGE/g bs) (umol TE/g bs) (umol TE/g bs)
1 125 50 55 82125 603.5+12.7 2,613.8 +58.1
2 125 30 80 71.3+0.5 A77.7+7.9 2,139.4 + 64.7
3 125 50 55 85.8+£0.6 605.0 4.4 2,415.8 +135.9
4 20.0 50 30 63.3+2.1 4472 + 2.7 1,628.4 £79.0
5 20.0 70 55 88.7+0.3 618.2 £ 11.6 2,421.2+ 1194
6 5.0 50 30 64.9+3.4 489.1 + 28.5 1,437.4 £ 44.4
7 125 30 30 473+1 382.3+11.2 1,273.1 £60.3
8 125 50 55 88+0.7 617.7+7.0 2,546.8 + 77.6
9 5.0 50 80 79.6 £0.1 528.6 £ 7.7 2,005.5+74.6
10 125 50 55 874+11 610.5+8.2 2,476.6 +192.8
11 5.0 70 55 90.6 £ 0.5 626.7 £ 16.5 2,506.3 +139.4
12 20.0 30 55 77.7+1 5335+ 11.9 2,021. 7775
13 125 70 30 89.7+1.6 544.3 £ 46.7 2,2205+121.4
14 20.0 50 80 83.4+1.1 539.4+18.4 2,408.9 +480.0
15 5.0 30 55 79+0.3 548.7 £ 17.0 2,135.5+100.1
16 125 70 80 86.5+0.3 559.2+7.7 2,368.7 + 156.3

CFT: Compuestos fendlicos totales, ABTS: Capacidad antioxidante método ABTS, ORAC: Capacidad antioxidante método ORAC.

*Los resultados corresponden al promedio + desviacién estandar de tres repeticiones.



En la Tabla 11, se aprecia que el contenido de CFT oscil6 entre 47.3 y 90.6 mg AGE/g bs,
la capacidad antioxidante ABTS vari6 entre 382.3 y 626.7 (umol TE/g bs), y la capacidad
antioxidante ORAC vari6 entre 1,273.1y 2,613.8 (umol TE/g bs).

Por otra parte, en la Tabla 11 se muestra que los valores minimos de CFT, ABTS y ORAC
correspondieron a la corrida que utilizd tiempo de 12.5 min, temperatura de 30 °C y
concentracion de etanol del 30 por ciento. Sin embargo, solo los valores maximos de CFT
y ABTS correspondieron a la corrida que utiliz6 tiempo de 5 min, temperatura de 70 °C y
concentracion de etanol del 55 por ciento. Por su parte, el valor maximo de ORAC
correspondié a la corrida que empled tiempo de 12.5 min, temperatura de 50 °C y

concentracion de etanol del 55 por ciento.

Ademas, se calculd los coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables
respuestas. Se mostré que los CFT presentd una correlacion significativa (p < 0.05) y
positiva muy alta con la capacidad antioxidante ABTS (r = 0.9231) asi como la capacidad
antioxidante ORAC (r = 0.9120). También, se observd una correlacion significativa (p <
0.05) y positiva muy alta (r = 0.9022) entre los métodos ABTS y ORAC que evaltan la
capacidad antioxidante. Esto sugiri6 que los CFT asi como la presencia de otros
compuestos antioxidantes en el extracto de hojas de cedroncillo desempefiaron un papel

importante para la actividad antioxidante de ambos métodos ABTS y ORAC.

a. EVALUACION DEL MODELO MATEMATICO

La aplicacion de la MSR gener6 las ecuaciones que representan los modelos matematicos
de segundo orden (cuadratico), los cuales establecen una relacién empirica entre las
variables respuestas CFT (Y1), ABTS (Y2) y ORAC (Y3), y las variables independientes
tiempo (X1), temperatura (X2) y concentracion de etanol (X3). Las ecuaciones de los
modelos matematicos son presentadas en la Tabla 12.

El andlisis de varianza (ANOVA) del modelo cuadratico de la Ecuacion 4, se realiz6 para
evaluar el efecto de las variables independientes y el efecto combinado de estas sobre el
contenido de CFT (Anexo 5). Se observo que las variables y sus interacciones resultaron

no significativas (p > 0.05), excepto para la temperatura (X2), concentracion de etanol (Xs),
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interaccion temperatura-concentracion de etanol (X2X3) e interaccion cuadratica
concentracion de etanol (Xs?) que si fueron significativas (p < 0.05). La mayor influencia
lineal significativa se observé para la variable temperatura (X2) seguida por la variable
concentracion de etanol (Xz) (F-ratio: 114.68 y 55.37, respectivamente). La interaccion
cuadrética mas significativa correspondio a la concentracion de etanol (X3?) seguido de la
interaccion temperatura-concentracion de etanol (X2Xsz) (F-ratio: 77.6 y 26.38,

respectivamente).

Tabla 12: Modelos matematicos resultantes de la metodologia de superficie
respuesta para la optimizacion de la extraccién asistida por ultrasonido de las

hojas de cedroncillo

Variables respuestas Ecuaciones del modelo predictivo
CFT -50.4028 + 1.37568* X + 2.91906*X3 - 0.01359*X>*X3 - )
(mg AGE/g bs) 0.018648*X32
ABTS -250.929 + 9.30838X> + 19.8478*X3 + 0.07028*X1*X3 - 5)
(umol TE/g bs) 0.0469812*X5% - 0.04021*X2*X3 - 0.159144* X3
ORAC -2668.55 + 45.2836* X2 + 106.66*X3 - 3.31018*X,? - (6)
(umol TE/g bs) 0.35909*X,*X3 - 0.731168*X5?

X1: Tiempo, Xz: Temperatura, Xs: Concentracion de etanol.

Respecto a la capacidad antioxidante ABTS, se realiz6 el ANOVA para evaluar el efecto
de las variables y sus interacciones (Anexo 6). Se aprecia que las variables y sus
interacciones resultaron significativas (p < 0.05), excepto el tiempo (X1), interaccion
cuadratica tiempo (Xi?) e interaccion tiempo-temperatura (X:1X2) que no fueron
significativos (p > 0.05). La mayor influencia lineal significativa se observd para la
variable temperatura (X2) seguida de la variable concentracion de etanol (X3) (F-ratio:
497.88 y 176.82, respectivamente). La interaccion cuadratica con mayor significancia fue
la concentracion de etanol (X3?), sequido de las interacciones temperatura-concentracion
de etanol (X2X3), interaccion cuadratica temperatura (X2?) y tiempo-concentracion de
etanol (X1X3) (F-ratio: 955.95, 39.06, 34.12, y 16.78, respectivamente).

Asimismo, para la capacidad antioxidante ORAC, se realizo el ANOVA para evaluar el
efecto de las variables y sus interacciones (Anexo 7). Se aprecia que las variables y sus

interacciones resultaron significativas (p < 0.05), excepto el tiempo (Xi), interaccién
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tiempo-temperatura (X1X2), interaccion tiempo-concentracion de etanol (X1X3) e
interaccion cuadratica temperatura (X22) que no fueron significativos (p > 0.05). La mayor
influencia lineal significativa se observo para la variable concentracion de etanol (Xs)
seguida de la temperatura (X2) (F-ratio: 94.88 y 64.4, respectivamente). Con respecto a las
interacciones cuadraticas, el mas significativo correspondio a la concentracion de etanol
(X3?), seguido de las interacciones cuadratica de tiempo (X1?) y temperatura-concentracion
de etanol (X2X3) (F-ratio: 113.53, 18.85 y 17.52, respectivamente).

Los modelos mateméticos determinados para las variables CFT, ABTS y ORAC (Tabla
12) se caracterizaron por tener una falta de ajuste no significativo (p > 0.05). Como se
sefial6 previamente una falta de ajuste no significativa es indicativo que el modelo de
segundo orden se ajusta de manera conveniente a los datos (Gutiérrez y De la Vara, 2008).
Ademas, los modelos matematicos resultantes para las variables respuestas CFT, ABTS y
ORAC reportaron coeficientes de determinacion (R?) altos de 90.51, 98.62 y 94.48 por
ciento; mientras que los valores R? ajustado fueron 76.27, 96.56 y 86.21, respectivamente.
Con respecto al R?, estos valores indican cuanto porcentaje de la variabilidad de los
resultados es explicado por el modelo cuadréatico. Asimismo, el R? constituye un indicador
confiable para evaluar la proximidad entre los valores predichos por el modelo y los

valores experimentales.

b. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

Las gréaficas de superficie respuesta presentadas en las Figuras 15, 16 y 17 se realizaron a
partir de los modelos cuadraticos para CFT, ABTS y ORAC (Tabla 12), respectivamente.
Estas figuras permiten ilustrar los efectos principales e interactivos de las variables
independientes sobre cada variable respuesta. El objetivo principal fue identificar el valor
optimo de las variables independientes para maximizar cada variable respuesta. Es
importante indicar que las figuras se obtuvieron mediante la fijacion de una variable en el
punto medio (nivel cero); mientras que las otras dos variables varian para predecir cada

variable respuesta.
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Figura 15: Graficos de las superficies de respuesta para los efectos de: (a)
Tiempo vs Temperatura; (b) Temperatura vs Concentracion de etanol y (c)
Tiempo vs Concentracion de etanol, sobre el contenido de compuestos

fendlicos
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Tiempo vs Concentracion de etanol, sobre la capacidad antioxidante ABTS
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Figura 17: Gréaficos de las superficies de respuesta para los efectos de: (a)
Tiempo vs Temperatura; (b) Temperatura vs Concentracion de etanol y (c)
Tiempo vs Concentracion de etanol, sobre la capacidad antioxidante ORAC
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En las Figuras 15, 16 y 17 se muestran los graficos de superficie respuesta
correspondientes al contenido de CFT, la capacidad antioxidante ABTS y la capacidad
antioxidante ORAC del extracto de hojas de cedroncillo, respectivamente. Se aprecia que
al aumentar la temperatura hasta 70 °C ejerce un efecto positivo sobre las variables
respuestas. Segun Kumar et al. (2021) la temperatura es importante durante la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU), indicando que el aumento de la temperatura incrementa la
difusividad, lo cual facilita la transferencia de CFT desde la matriz vegetal al solvente.
Esto se debe a que el calor provoca la expansion y ruptura de las estructuras celulares de la
matriz vegetal. Ademas, como esta condicion de temperatura (70 °C) demostré tener un
mayor contenido de CFT, estos componentes generaron que el extracto de hojas de

cedroncillo también presente una mayor capacidad antioxidante (Garrido et al., 2013).

Asimismo, las Figuras 15, 16 y 17 revelan que el aumento de la concentracion de etanol
hasta aproximadamente el 55 por ciento mostré los mejores resultados para las variables
respuestas. Sin embargo, se observé que el uso de concentraciones superiores al 55 por
ciento provocé una disminucion en todas estas variables. Este comportamiento al igual que
en el caso de la pampa mufia, se debe a que el aumento de la concentracién del etanol
reduce la polaridad de la solucién, afectando la solubilidad de los compuestos fendlicos
(Khazaei et al., 2016; Kumar et al., 2021). Ademas, es ldgico que la capacidad
antioxidante ABTS y ORAC presenten valores altos cuando se emplea la concentracion de
etanol al 55 por ciento, ya que a esta concentracion se esta obteniendo un mayor contenido

de CFT que permite obtener una mayor capacidad antioxidante (Garrido et al., 2013).

Existen estudios acerca de plantas medicinales que han optimizado la técnica de EAU, y
que han analizado las mismas variables independientes (tiempo, temperatura y
concentracion de etanol) que se emplearon en este estudio. En la investigacion realizado
por Mohamed et al. (2020), se optimizo el proceso de extraccion de CFT de hojas de argel
(Solenostemma argel Hayne) y determinaron que las condiciones ideales fueron un tiempo
de 37.07 min, una temperatura de 60 °C y una concentracion de etanol del 39.14 por
ciento. Los resultados del presente estudio y los hallazgos existentes en la literatura
resultan dificiles de compararlos, debido a las diferencias en los equipos utilizados, las

variables y rangos utilizados, asi como las diferencias en la matriz vegetal.
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Ademas, durante las pruebas preliminares de este estudio se determin6 que una relacién
MP:S de 1:100 g/mL produjo resultados superiores de CFT, capacidad antioxidante ABTS
y ORAC para el cedroncillo. Investigaciones previas han abordado la relacion MP:S para
obtener extractos a partir de plantas medicinales de la familia Verbenaceae. Por ejemplo,
Riguene et al. (2022) evaluaron esta variable en el proceso de EAU de verbena comdn, en
un rango de 1:10 hasta 1:50 g/mL, y determinaron que valores superiores a 1:40 g/mL
generaron una disminucion del contenido de CFT. Por su parte, Jesus et al. (2024)
estudiaron esta variable para la EAU de Lantana camara Linn., y al realizar la
optimizacion de esta técnica determinaron que la relacion MP:S de 1:60 g/mL fue el valor
Optimo para alcanzar un mayor contenido de CFT. Ademas, Touati et al. (2021) en el
proceso de optimizacion de la extraccién asistida por microondas (EAM) de hojas de
cedron (Lemon verbena) estudiaron la relacion MP:S en un rango de 1:20 a 1:40 g/mL,
encontrando que una relacion MP:S de 1:40 g/mL fue el valor éptimo para obtener un
mayor contenido de CFT. Se puede observar que el valor de la relacion MP:S puede variar
dependiendo de la matriz alimentaria que se esta evaluando, la técnica de extraccion y las

condiciones que se utilizaron durante el proceso de extraccion.

En las pruebas preliminares también se determind que una amplitud del 40 por ciento
proporciona mejores resultados para el cedroncillo. No se han encontrado investigaciones
previas que hayan abordado la amplitud para obtener extractos a partir de plantas
medicinales de la familia Verbenaceae, pero si de otras familias como la Asteraceae. Por
ejemplo, Yancheshmeh et al. (2022) evaluaron esta variable en un rango del 50 al 100
durante la EAU de Achillea kellalensis, y concluyeron que una amplitud del 89.73 por
ciento es el valor 6ptimo para obtener un mayor contenido de CFT, flavonoides totales y
capacidad antioxidante (DPPH). Se puede apreciar que el valor de la amplitud varia por
diversos factores, tales como la genética que presenta cada planta medicinal, el estado en el
que fue recolectado la planta medicinal, asi como las condiciones utilizadas durante la
EAU.

C. OPTIMIZACION SIMULTANEA DE LAS RESPUESTAS

La optimizacion simultanea de las respuestas se realizo para identificar las condiciones

Optimas con los que se obtiene simultaneamente los valores maximos de CFT, ABTS y
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ORAC. Este procedimiento se llevo a cabo luego de haber obtenido los modelos
matematicos de segundo orden correspondientes a cada variable respuesta que se evalud,
los cuales se observan en la Tabla 12. Luego, teniendo en cuenta el método de la funcién
de deseabilidad (d = 1.00), se determind dicha funcién para cada variable respuesta.
Posteriormente, se fusionaron las deseabilidades asociadas a las variables respuestas para
construir una funcion compuesta denominada “D” de deseabilidad. Esta funcién se
determindé como la media geométrica de las funciones de deseabilidad de cada variable
respuesta, debido a que las variables presentaron el mismo grado de importancia. La Tabla
13 muestra las condiciones 6ptimas de la extraccion por ultrasonido (tiempo, temperatura y
concentracion de etanol) y las variables respuestas estimadas (CFT, ABTS y ORAC) para
el extracto de hojas de cedroncillo. Los valores se obtuvieron a partir del software

estadistico Statgraphics Centurion XVI.

Tabla 13: Variables respuestas estimadas en condiciones de optimizacion para

el extracto de hojas de cedroncillo

Condiciones 6ptimas Variables respuestas estimadas
Y1 Y2 Ys
X1 X2 X3
Tiempo  Temperatura Etanol CFT ABTS ORAC
(min) °C) (%) (mg AGE/g (umol TE/g  (umol TE/g
bs) bs) bs)
12.3 61.0 57.3 91.4 632.4 2,643.1

CFT: Compuestos fendlicos totales, ABTS: Capacidad antioxidante método ABTS, ORAC:
Capacidad antioxidante método ORAC.

d. VALIDACION DEL MODELO

Para validar el modelo matematico, se llevaron a cabo pruebas experimentales destinadas a
evaluar la proximidad de los resultados obtenidos con los valores estimados de las
variables respuestas. Estas pruebas se realizaron bajo condiciones dptimas de extraccion,
las cuales se especifican en la Tabla 13. Ademas, se mantuvieron constantes la relacién
MP:S de 1:100 g/mL, la amplitud al 40 por ciento y las duraciones de pulso de 5 s
encendido y 5 s apagado. En la Tabla 14 se detallan tanto los valores estimados como los

experimentales de las variables evaluadas en el extracto de hojas de cedroncillo.

95



Tabla 14: Valores estimados y experimentales de las variables respuestas en

condiciones de optimizacion para el extracto de hojas de cedroncillo

Variables respuestas Estimado Experimental*
Compuestos fendlicos totales (mg AGE/g bs) 91.4 89.6 +0.4
Capacidad antioxidante ABTS (umol TE/g bs) 632.4 602.4 £ 6.5
Capacidad antioxidante ORAC (umol TE/g bs) 2,643.1 2,873.8 £69.9

En la Tabla 14 se aprecia que los valores estimados y experimentales presentan
semejanzas. Asimismo, es importante sefialar que la condicion dptima para esta
optimizacion se determind con una funcion compuesta de deseabilidad con un valor d =
0.9893, esto significa que el 98 por ciento del objetivo estimado se encontro realizando la
extraccion con las condiciones éptimas (Tabla 13). Los valores experimentales de CFT,
ABTS y ORAC se aproximaron a los valores estimados en un 98.03, 95.25 y 108.73 por
ciento. Todos los valores observados estuvieron dentro del intervalo previsto hasta un nivel

del 95%. Por lo tanto, el modelo podria utilizarse para predecir los valores de respuesta.

Por otro lado, el contenido de CFT en las hojas de cedroncillo present6 un valor de 56.03
mg AGE/g bs (Tabla 10), y con las condiciones Optimas de extraccion increment6 a 89.6
mg AGE/qg bs (Tabla 14), lo cual representa un aumento de 62.53% en el rendimiento. Este
incrementd se puede deber al cambio de solvente como el etanol que es a fin a este tipo de
compuestos, asi como la aplicacién de temperatura que incrementa la solubilidad del soluto
en el solvente y permite una mejor de extraccion (Kumar et al., 2021).

4.2.3. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR UPLC®-PDA
DEL EXTRACTO OPTIMO DE CEDRONCILLO

En la Tabla 15, se aprecian los resultados de la cuantificacion de los compuestos fenolicos
de cedroncillo realizado en un cromatografo liquido de ultra performance (UPLC)
acoplado a detector de arreglo de diodos (PDA). ElI cromatograma del cedroncillo se

muestra en el Anexo 8.
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Tabla 15: Identificacion y contenido (mg/g bs) de los principales compuestos fenolicos del extracto de hojas de cedroncillo por

UPLC-PDA
P:clz\(las Tiemp(cr)nri?]t)encién 7(‘:::;( Fenolico asignado Familia (m%(/)gnﬁgjigzs)
1 16.58 254.9, 347.3 Derivado de luteolina Flavona 4.88
2 18.45 251.3, 342.7 Derivado de luteolina Flavona 0.07
3 19.37 266.7, 335.8 Derivado de apigenina Flavona Tr
4 19.89 2525, 347.3 Derivado de luteolina Flavona 3.10
5 20.41 253.7, 347.3 Derivado de luteolina Flavona 0.13
6 20.76 329.9 Derivado de acido cafeico Acido hidroxicinamico 21.80
7 21.33 326.3 Derivado de acido cafeico Acido hidroxicinamico Tr
8 21.58 3275 Derivado de 4cido 4,5 dicafeoil quinico ~ Acido hidroxicindmico Tr
9 21.84 266.7, 337 Derivado de apigenina Flavona 0.75
10 22.13 252.5,347.3 Derivado de luteolina Flavona Tr
Total 30.73

Identificacién basada en el espectro de absorcion entre 280-700 nm. Tr: Trazas (compuesto identificado, pero no cuantificado).



En la Tabla 15 se observa que se detectaron un total de 10 picos, los cuales 3 fueron
identificados como compuestos pertenecientes a los acidos hidroxicinamicos (derivados de
acido cafeico y &cido 4,5 dicafeoil quinico) y 7 como flavonas (derivados de luteolina y
apigenina). Esto se asemeja a lo reportado con Portmann et al. (2012) y Cadenillas et al.
(2023), quienes indican que a partir de extractos acuosos y metanolicos de las hojas de
verbena se ha detectado la presencia de varios acidos hidroxicinamicos y flavonoides
(flavonas), los cuales son responsables de otorgar la accién antioxidante. Asimismo, Avila
et al. (2018) sefialaron que en los extractos etandlicos obtenidos a partir de 10 especies
pertenecientes a la familia Verbenaceae, solo se detectaron las flavonas como los Unicos

flavonoides presentes.

En la Tabla 15 se aprecia que la cuantificacion total de los compuestos fenolicos obtuvo un
valor de 30.73 mg/g bs, presentando un mayor contenido los acidos hidroxicinamicos con
un valor de 21.80 mg/g bs (~70.9 por ciento). En relacion con este aspecto, Zeni et al.
(2013) reportaron que el extracto acuoso de las hojas de cedron del monte obtuvo una
mayor presencia de &cidos hidroxicindmicos en comparacion con los A&cidos
hidroxibenzoicos, destacando el &cido ferulico, el acido transcinamico y el acido p-
cumarico como los principales acidos hidroxicinamicos. Asimismo, Avila et al. (2018)
identificaron que en las hojas de cedron del monte presentd acido clorogénico. Por otro
lado, Cheurfa et al. (2022) reportaron que no lograron detectar &cido cafeico en los
extractos acuosos e hidroetandlicos de las hojas de cedron; mientras que Cadenillas et al.
(2023) identificaron en proporciones pequefias acido cafeico en el extracto etandlico de las
hojas de verbena. A pesar de que la mayoria de las investigaciones sobre plantas
medicinales pertenecientes al género Aloysia reporten una baja concentraciéon del acido
cafeico, investigadores como Vendramin et al. (2021) han sefialado su abundante presencia
en otras plantas medicinales como equinacea (Echinacea purpurea), achicoria comun
(Cichorium intybus), escarola (Cichorium endivia), lechuga silvestre (Lactuca virosa) y

eupatoria (Eupatorium perfoliatum).

En la Tabla 15 se observa que el extracto etanolico de cedroncillo presentd un contenido de
las flavonas de 8.93 mg/g bs (~29.1 por ciento), detectando la presencia de flavonas
derivadas de luteolina con 8.18 mg/g bs (~26.6 por ciento) y en menor medida de

apigenina con 0.75 mg/g bs (~2.5 por ciento).
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En relacion a la presencia de flavonas, Avila et al. (2018) indicaron que a partir del
extracto etanodlico (80 por ciento, v/v) de cedron del monte identificaron un mayor
contenido de luteolina-7-O-glucésido y en menor medida apigenina-7-O-glucosido.
Asimismo, Cadenillas et al. (2023) indicaron que la flavona que encontraron en mayor
abundancia en el extracto etandlico de verbena fue la luteolina-7-diglucuronido, y también
detectaron en menor medida otras flavonas como crisoeriol-7-diglucurénido, acacetina-7-
diglucurénido, apigenina-7-diglucurénido y diosmetina-7-diglucurénido. De igual manera,
Fraisse et al. (2018) reportaron que el extracto acuoso de las hojas de cedron presento, de
mayor a menor contenido, las siguientes flavonas: luteolina-7-O-diglucuronido,
diosmetina-7-O-diglucurénido, apigenina-7-O-glucésido y apigenina-7-O-diglucurénido.
Por lo tanto, es probable que los compuestos identificados en la presente investigacion sea
uno de los compuestos reportados por la literatura, y que las plantas hayan estado
expuestas a altos niveles de radiacién solar UV-B por presentar un elevado contenido de

flavonas derivadas de luteolina (Gutiérrez et al., 2018).

Por otro lado, diversos extractos a partir de plantas del género Aloysia, han reportado la
presencia de compuestos fenilpropanoides glicosilados tales como verbascésido e
isoverbascosido (Fraisse et al., 2018; Sanchez et al., 2019). Ademas, segun Wu et al.
(2023) el verbascasido y el isoverbascosido son derivados del &cido cafeico, de tal manera,
queda la posibilidad de que los picos 6 y 7, que se muestran en la Tabla 15, correspondan a

alguno de estos compuestos.

Ademas, es importante indicar que las diferencias en la composicion entre el extracto de la
presente investigacion y lo reportado en la literatura para los extractos de otras plantas
medicinales pueden deberse a que el tipo y cantidad de compuestos bioactivos que
contiene cada planta se encuentran influenciados por diversos factores, tales como origen
geografico, condiciones ambientales, cosecha, post-cosecha, método de extraccion, entre
otros (Avila et al., 2018; Cadenillas et al., 2023).
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42.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL EXTRACTO OPTIMO DE
CEDRONCILLO

En la Tabla 16 se muestran las actividades biologicas evaluadas, hipoglucemiante,
hipolipemiante y antihipertensiva que se determin0 para el extracto 6ptimo de cedroncillo
en concentraciones variadas. Los resultados de 1Csp Se expresaron como mg extracto seco
de cedroncillo por mL de solucion (mg/mL), y en términos de contenido fendlico, es decir,

mg &cido galico equivalente por mL de solucién (mg AGE/mL).

Tabla 16: Actividad bioldgica del extracto de hojas de cedroncillo

Concentracion

Actividad (Mg g 'hibicion I((r:nSgO ICso0
biologica AGE/ mL) (%)* AGE/mL)* (mg /mL)*
mL)
1012 4237  6854+522
6.75 2825  47.48+3.15
a-amilasa 5.06 2119  3868+143 659+0.11  27.60 +0.48
4.05 16.95  34.30 +1.30
3.37 1412 24.48+2.08
5.06 2119  70.85+5.44
253 1059  40.91+2.73
a-glucosidasa  1.69 7.06 33.04+3.88 290+034 12.15+1.43
1.27 5.30 22.92 + 4.68
1.01 4.24 17.49 + 4.98
1.01 4.24 91.24 +0.24
N 0.34 1.41 59.70 + 1.53
ﬁ;ﬂ‘l’i'g:ﬂiame 0.20 0.85 5242+080 019+001 0.79+0.04
0.14 0.61 44.68 +1.30
0.10 0.42 35.91+1.79
1.50 6.28 52.12 + 0.52
N 1.25 5.23 50.37 £ 0.68
Qﬁti'r:’igj;fensiva 1.00 4.19 4748+1.03 125+004 525+0.16
0.75 3.14 43.15 + 1.69
0.50 2.09 40.83 +2.22

AGE: Acido galico equivalente. *Los resultados corresponden al promedio + desviacion estandar de
tres repeticiones.
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a. ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

La actividad hipoglucemiante del extracto de cedroncillo se determiné mediante la
inhibicion de las enzimas a-amilasa pancreatica porcina y a-glucosidasa de Saccharomyces
cerevisiae, dado que estas enzimas estan involucradas en hidrolizar los carbohidratos y su

inhibicidn permite retardar la absorcion de glucosa en sangre (Jaramillo y Ojeda, 2018).

Con respecto a la inhibicién de la enzima a-amilasa, en la Tabla 16 se aprecia que a
medida que incrementa la concentracion aumenta la actividad inhibitoria de a-amilasa,
llegando a inhibir el 68.54 por ciento al emplear una concentracion de 42.37 mg/mL
(~10.12 mg AGE/mL). Se ha observado escasa literatura acerca de la actividad enzimatica
de a-amilasa que presentan las plantas del género Aloysia; sin embargo, existe una mayor
informacion sobre plantas que pertenecen a la familia Verbenaceae, la cual engloba
géneros adicionales a parte de Aloysia.

Avila et al. (2018) informaron que los extractos etandlicos de 10 plantas medicinales
pertenecientes a la familia Verbenaceae al utilizar una concentracion de 10 mg/mL
presentaron valores de inhibicion en un rango de 26.37 a 58.47 por ciento. En este
contexto, el extracto de hojas de cadillo (Priva mexicana) mostré la menor inhibicion;
mientras que el extracto de hojas de verbena (V. menthifolia) registr6 la mayor. Se aprecia
que el extracto de hojas de cedroncillo requiere una concentracién superior a 10 mg/mL
para alcanzar los porcentajes de inhibicion obtenidos por las plantas mencionadas
previamente. Ademas, las diferencias encontradas se pueden deber a que son distintas
especies, asi como las variaciones entre los métodos de extraccidn y el andlisis utilizado

para la inhibicién de la enzima a-amilasa (Lianza et al., 2022).

Por otro lado, en la Tabla 16 se aprecia que el extracto de hojas de cedroncillo presentd un
valor de ICso de 27.60 mg/mL (~6.59 mg AGE/mL), dicho de otro modo, el extracto
requirié esa concentracion para inhibir el 50 por ciento de la actividad a-amilasa evaluada.
Al respecto, Avila et al. (2018) indicaron en su estudio que las 10 plantas medicinales de la
familia Verbenaceae presentaron una baja actividad para inhibir a-amilasa, por lo que no
realizaron los célculos de 1Csg. Este mismo comportamiento lo reporté Jaramillo y Ojeda

(2018) para el extracto metandlico de verbena (V. litoralis) recolectada de Ecuador. Por el
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contrario, Khanal y Patil (2020) reportaron que el extracto hidroalcoholico (70 por ciento)
de duranta (Duranta repens) recolectada de India presentd un valor de ICso de 704.99
pg/mL (~0.70 mg/mL), indicando una mejor inhibicién que el extracto de hojas de
cedroncillo.

En relacion con la actividad a-glucosidasa, el extracto etandlico de hojas de cedroncillo
presentd una inhibicion de 70.85 por ciento empleando una concentracion de 21.19 mg/mL
(~5.06 mg AGE/mL), y obtuvo un valor de ICsode 12.15 mg/mL (~2.90 mg AGE/mL), tal
como se muestra en la Tabla 16. Si bien no hay informacion especifica acerca de la
actividad que presenta esta especie, hay estudios de otras plantas medicinales

pertenecientes a la familia Verbenaceae que reportan el valor 1Cso.

Al respecto, Avila et al. (2018) sefialaron que los extractos etandlicos de plantas de la
familia Verbenaceae presentaron valores de 1Cso entre 0.032 a 0.945 mg/mL. Asimismo,
Jaramillo y Ojeda (2018) reportaron que el extracto metandlico de verbena (V. litoralis)
present6 un valor de 1Cso de 337.9 pg/mL (~0.34 mg/mL). Por ultimo, Lianza et al. (2022)
indicaron que para los extractos etanolicos al 95 por ciento de hojas de orégano de monte
(Lippia origanoides Kunt) recolectadas de dos lugares de Brasil presentaron valores de
ICso de 48.4 pg/mL (~0.05 mg/mL) y 94.2 ng/mL (~0.09 mg/mL). Se observa que las hojas
de cedroncillo presentaron menor eficacia de actividad inhibidora de a-glucosidasa
comparando con otras especies de la misma familia, debido a que requiere una mayor
concentracion para poder inhibir el 50 por ciento de la enzima. Estas diferencias entre los
valores de 1Cso, se deben a diversos factores, entre los cuales se encuentran la variabilidad
genética (diferentes especies de la misma familia Verbenaceae), las condiciones
ambientales donde crecieron las plantas, las condiciones de extraccion, asi como las

condiciones experimentales para realizar las pruebas enzimaticas (Lianza et al., 2022).

Ademas, la capacidad que presenta el extracto etanolico de hojas de cedroncillo para
inhibir las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa podria atribuirse a los compuestos
bioactivos. El analisis de compuestos fendlicos (item 4.2.3) identificd la mayor presencia
de &cidos hidroxicindmicos (derivados de acido cafeico y acido 4,5 dicafeoil quinico), y
flavonas (derivados de luteolina y apigenina), tal como se muestra en la Tabla 15.
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Se ha reportado que los acidos hidroxicinamicos son compuestos fendlicos que tienen el
potencial de inhibir la actividad de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Este efecto
inhibidor se encuentra relacionado con su estructura molecular, donde los grupos hidroxilo
de los anillos aromaéticos contribuyen a sus distintas propiedades moleculares, como la
polaridad, la estabilidad y la union. Asimismo, en su estructura estd presente el doble
enlace carbono, que es responsable de la transferencia de electrones, y contribuye a la
estabilizacion de los compuestos que interactian con la enzima o el sustrato de la reaccion
(Sun et al., 2019).

Con respecto al acido cafeico, diversos estudios reportan que presenta la capacidad de
inhibir a la a-amilasa y a la a-glucosidasa. Se ha demostrado que su administracion, como
compuesto puro, permitié mejorar la sensibilidad a la insulina y la funcion de las células
al tiempo que reduce el estrés oxidativo, asi como disminuir la glucosa en sangre y la
inflamacion en ratas con diabetes inducida por la administracion de farmacos (aloxano o
estreptozotocina) (Akhlaghipour et al., 2023). En cambio, para el é&cido 4,5
dicafeoilquinico que es un derivado del &cido dicafeoil quinico, solo se ha reportado que
presenta la propiedad de inhibir la a-glucosidasa (Tammar et al., 2021).

Las flavonas identificadas como derivados de luteolina y apigenina, también tienen la
habilidad de inhibir enzimas como la o-amilasa, ya que en su estructura molecular
presentan grupos hidroxilo (-OH) que permiten donar electrones y estabilizar el sitio activo
de la a-amilasa (Sun et al., 2019). Esto concuerda con Tadera et al. (2006), quienes
indicaron en su estudio in vitro que la luteolina, como compuesto puro, demostrd ser un
inhibidor potente de la enzima a-amilasa pancredtica porcina. Por lo mencionado
anteriormente, y teniendo en cuenta que estas flavonas se encontraron en bajo contenido en
el extracto de hojas de cedroncillo, podria explicar porque se requirié una concentracion

elevada de dicho extracto para poder inhibir la enzima a-amilasa.

Ademaés, al comparar los valores ICso para la inhibicion de las enzimas o-amilasa y o-
glucosidasa, se observa que el cedroncillo registré valores 27.60 mg/mL y 12.15 mg/mL
(Tabla 16), respectivamente; mientras que la pampa mufia mostro valores de 39.95 mg/mL
y 16.63 mg/mL (Tabla 9). Se aprecia que el extracto optimizado de hojas de cedroncillo

presentd una mayor inhibicion de ambas enzimas al requerir una menor concentracién, por

103



lo que es posible indicar que el extracto de cedroncillo presentd una buena actividad

hipoglucemiante.

b. ACTIVIDA HIPOLIPEMIANTE

El extracto de hojas de cedroncillo a la concentracién de 4.24 mg/mL (~1.01 mg AGE/mL)
mostrd una inhibicion de la lipasa pancreéatica de 91.24 por ciento, y su valor de ICso fue de
0.79 mg/mL (~0.19 mg AGE/mL), tal como se aprecia en la Tabla 16. A pesar de que no
hay informacién especifica del extracto de esta especie, se tiene informacioén sobre
extractos de otras plantas medicinales pertenecientes a la familia Verbenaceae, que
presenta géneros adicionales ademas de Aloysia. Por ejemplo, Ong et al. (2014) reportaron
gue a una concentracion de 100 pg/mL (0.1 mg/mL) el extracto de hierba del mosquito (P.
nodiflora) presentd una inhibicion de la lipasa pancreatica de 18.26 por ciento; mientras
que el extracto de verbena falsa (Stachytarpheta australis) no logré inhibir dicha enzima.
Las diferencias entre los valores de ICso se deben a diversos factores, entre los cuales se
incluyen la diferencia que hay entre especies de una misma familia, las condiciones de
extraccion que abarcan desde la seleccion de la parte de la planta hasta los pardmetros y
solventes empleados, asi como las condiciones experimentales que presentaron las pruebas

de inhibicion de la lipasa pancreatica (Lianza et al., 2022).

La capacidad del extracto etandlico de hojas de cedroncillo para inhibir la enzima lipasa
pancredtica de porcino podria atribuirse a sus compuestos fenolicos. El andlisis de
identificacion de compuestos fendlicos demostro la presencia mayoritaria de derivados del
acido cafeico (Tabla 15). Con respecto al &cido cafeico, Cao et al. (2019) sefialan que
presenta actividad hipolipemiante, ya que permite reducir la acumulacion de lipidos en el
cuerpo humano y tiene un efecto beneficioso en el tratamiento de la dislipidemia.
Asimismo, Muhammad et al. (2021) reportaron que estudios in vivo han demostrado que
este compuesto bioactivo puede reducir el peso corporal y la acumulacion de grasa en

ratones que fueron inducidos a obesidad a través de una dieta alta en grasas.

Ademas, el extracto de hojas de cedroncillo se caracterizd por presentar flavonas, las
cuales fueron identificadas como derivados de apigenina. Segun Zhang et al. (2017) la

apigenina es un compuesto que ha demostrado a traves de pruebas in vivo e in vitro tener la
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capacidad de regular las grasas (colesterol y triglicéridos) en sangre, es decir, tiene accion

hipolipemiante, de tal forma que ayuda a prevenir la aterosclerosis.

Por otro lado, al comparar los valores ICso para la inhibicion de la enzima lipasa, se
evidencio que el cedroncillo registré un valor de 0.79 mg/mL (Tabla 16); mientras que la
pampa mufia presentd un valor de 1.51 mg/mL (Tabla 9). Se observd que el extracto
optimizado de hojas de cedroncillo presentd una mayor inhibicion de la enzima lipasa, ya
gue necesitd una menor concentracion para inhibir el 50 por ciento de la actividad de dicha

enzima.

C. ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

En la Tabla 16, se aprecia que el extracto de hojas de cedroncillo a la concentracién de
6.28 mg/mL (~1.50 mg AGE/mL) mostré una inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) de 52.12 por ciento, y que presentd un valor ICso de 5.25 mg/mL
(~1.25 mg AGE/mL). La capacidad del extracto de hojas de cedroncillo para inhibir ECA
podria atribuirse a sus principales compuestos fendlicos, los cuales son derivados del:
acido cafeico, &cido 4,5 dicafeoil quinico, luteolina y apigenina, tal como se muestra en la
Tabla 15.

Con respecto a los compuestos fendlicos identificados en el extracto etandlico de hojas de
cedroncillo, Zhang et al. (2017) indicaron que la apigenina es un compuesto fenolico que
tiene potencial para la prevencion de enfermedades cardiovasculares como la hipertension,
porque permite incrementar la vasodilatacion sobre el anillo adrtico de ratas, esta
contraccion del musculo liso vascular fue inducida por el farmaco fenilefrina. Ademas, la
capacidad para inhibir ECA también se puede atribuir a los flavonoides identificados como
la luteolina. Irondi et al. (2016) informaron que, al comparar la actividad inhibidora de la
ECA entre 16 flavonoides, determino que la luteolina exhibié la mayor capacidad de

inhibicion.

Por altimo, al comparar los valores ICso para la inhibicion de la enzima ECA, se evidencid
que el cedroncillo registré un valor de 5.25 mg/mL (Tabla 16); mientras que la pampa

mufia presento un valor de 14.48 mg/mL (Tabla 9). Se observo que el extracto optimizado
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de hojas de cedroncillo presenté una mayor inhibicion de la enzima ECA, ya que necesito
una menor concentracion para inhibir el 50 por ciento de la actividad de dicha enzima. Esto
podria deberse al contenido de compuestos bioactivos de naturaleza fendlica en el extracto
de cedroncillo, especialmente, los derivados de &cido hidroxicinamico y flavonoides que
tienen una mayor influencia sobre la propiedad antihipertensiva (Sun et al., 2019; Cao et
al., 2019).
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V. CONCLUSIONES

Las hojas de cedroncillo presentan un mayor contenido de compuestos fenolicos
totales, fendlicos libres, y también una mayor capacidad antioxidante ABTS vy

ORAC que las hojas de pampa mufia.

Las condiciones Optimas para la extraccion por ultrasonido de los compuestos
fenolicos de pampa mufa fueron: tiempo 5.1 min, temperatura 69.7 °C y
concentracion de etanol de 44.9 por ciento. En cambio, las condiciones 6ptimas en
el caso de cedroncillo fueron: tiempo 12.3 min, temperatura 61 °C y concentracion

de etanol de 57.3 por ciento.

El analisis UPLC-PDA realizado a los extractos dptimos de cedroncillo y pampa
mufia permitid identificar y cuantificar los principales compuestos fendlicos,
destacando en ambos casos los acidos hidroxicinamicos y flavonoides. Se observé
que en el extracto optimo de cedroncillo, el compuesto mas importante fue un
derivado de é&cido cafeico; mientras que en la pampa mufia el fendlico

predominante fue un &cido rosmarinico.

Se evidencidé que el extracto 6ptimo de cedroncillo mostrd6 mayor capacidad
inhibitoria en todas las enzimas: a-amilasa, a-glucosidasa, lipasa pancreatica de
porcino y enzima convertidora de angiotensina; en comparacion con el extracto
optimo de pampa mufia. En particular, el extracto de cedroncillo se destaco por

tener mayor potencial para inhibir la lipasa pancreética de porcino.

La extraccién asistida por ultrasonido resulté ser una alternativa interesante para
obtener los compuestos fendlicos de las hojas de pampa mufia y cedroncillo. Esta
técnica permitio utilizar un menor porcentaje de solvente y corto tiempo de

extraccion.



VI. RECOMENDACIONES

Complementar la identificacion de los compuestos fendlicos de los extractos
Optimos de cedroncillo y pampa mufia con otras técnicas como la espectrometria de
masas (LC-MS/MS).

Utilizar técnicas cromatogréficas para aislar y purificar los compuestos fendlicos de
los extractos Optimos de cedroncillo y pampa mufa, para luego evaluar sus

actividades bioldgicas.

Realizar estudios in vivo de inhibicion de las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa,
lipasa pancreética y enzima convertidora de los extractos ptimos de cedroncillo y

pampa mufa.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL MODELO CUADRATICO
PARA EL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES (MG AGE/G

BS) DURANTE LA EAU DE PAMPA MUNA

Xi1: Tiempo 0.605 1 0.605 4.9 0.1138
Xz: Temperatura 25.276 1 25.276 204.61 0.0007
ég:ngf’”ce””adé” de 15.0701 1 150701 | 121.99 | 0.0016
X2 0.455625 1 0.455625 3.69 0.1506
X1 X2 4.1616 1 4.1616 33.69 0.0102
X1X3 0.2916 1 0.2916 2.36 0.222
Xo? 0.172225 1 0.172225 1.39 0.3228
XoX3 1.9881 1 1.9881 16.09 0.0278
X3 28.2492 1 28.2492 228.68 0.0006
Falta de ajuste 3.3417 3 1.1139 9.02 0.0519
Error puro 0.3706 3 0.123533

Total (corr.) 79.9818 15

R? 95.3586 por ciento

R? ajustado

88.3964 por ciento




ANEXO 2: ANOVA DEL MODELO CUADRATICO PARA LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE ABTS (LMOL TE/G BS) DURANTE LA EAU DE PAMPA

MUNA
Xi: Tiempo 109.446 1 109.446 9.72 0.0526
Xz: Temperatura 4481.68 1 4481.68 397.99 0.0003
é;:nglonce””adé” de 2337.23 1 233723 | 20755 | 0.0007
X2 19.1625 1 19.1625 1.7 0.2831
X1X2 5.45223 1 5.45223 0.48 0.5366
X1X3 20.5209 1 20.5209 1.82 0.2699
X2? 192.585 1 192.585 17.1 0.0257
X2X3 11.0224 1 11.0224 0.98 0.3954
X3? 2437.15 1 2437.15 216.43 0.0007
Falta de ajuste 298.131 3 99.3772 8.83 0.0534
Error puro 33.7826 3 11.2609
Total (corr.) 9946.16 15
R? 96.6629 por ciento

R? ajustado

91.6572 por ciento
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ANEXO 3: ANOVA DEL MODELO CUADRATICO PARA LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE ORAC (UMOL TE/G BS) DURANTE LA EAU DE PAMPA

MUNA
X1: Tiempo 7066.82 1 7066.82 4.59 0.1215
Xz: Temperatura 128745 1 128745 83.65 0.0028
a: Concentracion de 27975.6 1 279756 | 1818 | 0.0237
Xq? 248.299 1 248.299 0.16 0.7148
X1X2 1884.43 1 1884.43 1.22 0.3493
X1X3 11855.9 1 11855.9 1.7 0.0693
X2? 2252.69 1 2252.69 1.46 0.313
XoX3 58998 1 58998 38.33 0.0085
X3? 134537 1 134537 87.42 0.0026
Falta de ajuste 23117.1 3 7705.71 5.01 0.1094
Error puro 4617.16 3 1539.05
Total (corr.) 401298 15
R? 93.0888 por ciento
R? ajustado 82.7221 por ciento
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ANEXO 4: CROMATOGRAMA UPLC-PDA DE PAMPA MUNA
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ANEXO 5: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL MODELO CUADRATICO
PARA EL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES (MG AGE/G
BS) DURANTE LA EAU DE CEDRONCILLO

Fuente Sumade | Gradosde | Cuadrado | - p Valor-P
Cuadrados| Libertad Medio

X1: Tiempo 0.1682 1 0.1682 0.02 0.8867
Xz: Temperatura 803.003 1 803.003 114.68 0.0017
a: Concentracion de 387.672 1 387.672 | 5537 0.005
X4 7.42562 1 7.42562 1.06 0.3789
X1X2 0.087025 1 0.087025 0.01 0.9183
X1 X3 7.31702 1 7.31702 1.04 0.3819
X2 0.8464 1 0.8464 0.12 0.7510
XoX3 184.688 1 184.688 26.38 0.0143
Xs? 543.356 1 543.356 77.6 0.0031
Falta de ajuste 181.865 3 60.6217 8.66 0.0548
Error puro 21.0059 3 7.00197
Total (corr.) 2137.43 15

RZ

90.5087 por ciento

R? ajustado

76.2717 por ciento
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ANEXO 6: ANOVA DEL MODELO CUADRATICO PARA LA CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE ABTS (LMOL TE/G BS) DURANTE LA EAU DE
CEDRONCILLO

Fuente Sumade | Gradosde | Cuadrado | - p Valor-P
Cuadrados| Libertad Medio

X1: Tiempo 375.517 1 375.517 9.07 0.0571
Xz: Temperatura 20610.6 1 20610.6 497.88 0.0002
a: Concentracion de 7319.9 1 73199 | 17682 | 0.0009
X4 295.84 1 295.84 7.15 0.0755
X1X2 11.1556 1 11.1556 0.27 0.6395
X1Xs3 694.586 1 694.586 16.78 0.0263
X2 1412.63 1 1412.63 34.12 0.0100
XoX3 1616.84 1 1616.84 39.06 0.0083
Xs? 39573.1 1 39573.1 955.95 0.0001
Falta de ajuste 878.721 3 292.907 7.08 0.0712
Error puro 124,189 3 41.3965
Total (corr.) 72913.1 15
R? 98.6245 por ciento
R? ajustado 96.5613 porciento
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ANEXO 7: ANOVA DEL MODELO CUADRATICO PARA LA CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE ORAC (UMOL TE/G BS) DURANTE LA EAU DE
CEDRONCILLO

Fuente Sumade | Gradosde | Cuadrado | - p Valor-P
Cuadrados| Libertad Medio
X1: Tiempo 19556.5 1 19556.5 2.66 0.2015
Xz: Temperatura 473827 1 473827 64.4 0.0040
a: Concentracion de 698154 1 698154 | 9488 | 0.0023
X2 138678 1 138678 18.85 0.0226
X1X2 204.633 1 204.633 0.03 0.8782
X1 X3 11275.3 1 11275.3 1.53 0.3038
X2? 12474.7 1 12474.7 1.7 0.2838
XoX3 128946 1 128946 17.52 0.0248
Xs? 835323 1 835323 113.53 0.0018
Falta de ajuste 113257 3 37752.5 5.13 0.1062
Error puro 22074 3 7357.99
Total (corr.) 2.45E+06 15

RZ

94.4848 por ciento

R? ajustado

86.2119 por ciento
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ANEXO 8: CROMATOGRAMA UPLC-PDA DE CEDRONCILLO
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