ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

EVALUACION DEL EXTRACTO Y MICROENCAPSULADO DE
LAS HOJAS Y EL FRUTO DEL MORTINO (Vaccinium floribundum
kunth)

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:

INGENIEROS QUIMICOS

AUTORES:
LISETH DAYANA LANDETA MARTINEZ
CRISTIAN ARMANDO MACAS TIERRA

Riobamba — Ecuador

2024



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

EVALUACION DEL EXTRACTO Y MICROENCAPSULADO DE
LAS HOJAS Y EL FRUTO DEL MORTINO (Vaccinium floribundum
kunth)

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:

INGENIEROS QUIMICOS

AUTORES: LISETH DAYANA LANDETA MARTINEZ

CRISTIAN ARMANDO MACAS TIERRA
DIRECTOR: BQF. JOHN MARCOS QUISPILLO MOYOTA

Riobamba — Ecuador

2024



© 2024, Liseth Dayana Landeta Martinez y Cristian Armando Macas Tierra
Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el

Derecho de Autor.

ii



Nosotros, Liseth Dayana Landeta Martinez y Cristian Armando Macas Tierra, declaramos que el
presente Trabajo de Integracion Curricular es de nuestra autoria y los resultados del mismo son
auténticos. Los textos en el documento que provienen de otras fuentes estan debidamente citados

y referenciados.
Como autores asumimos la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo
de Integracion Curricular; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

Riobamba, 03 de enero de 2024

Liseth Dayana Landeta Martinez
055006702-9

Cristian Armando Macas Tierra

060406638-1

il



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

El Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular certifica que: El Trabajo de Integracion
Curricular; Tipo: Proyecto de Investigaciéon, EVALUACION DEL EXTRACTO Y
MICROENCAPSULADO DE LAS HOJAS Y EL FRUTO DEL MORTINO (Vaccinium
floribundum kunth), realizado por los sefiores: LISETH DAYANA LANDETA MARTINEZ Y
CRISTIAN ARMANDO MACAS TIERRA, ha sido minuciosamente revisado por los
Miembros del Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular, el mismo que cumple con los

requisitos cientificos, técnicos, legales, en tal virtud el Tribunal autoriza su presentacion.

FIRMA FECHA
Ing. Cesar Arturo Puente Guijarro, PhD. ) 2024-01-03
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

_//"7' VA
Bqf. John Marcos Quispillo Moyota, Mgs. /4, "/ /il 2024-01-03
DIRECTOR DEL TRABAJO DE R

INTEGRACION CURRICULAR

Ing. Mabel Mariela Parada Rivera, Mgs. 2024-01-03
ASESORA DEL TRABAJO DE

INTEGRACION CURRICULAR

v



DEDICATORIA

A mis padres, Emilio Landeta y Soledad Martinez, por ser mi fuente de inspiracion y sostén
inquebrantable a lo largo de este camino. Su amor, sacrificio y constante apoyo han sido el faro

que ha iluminado cada paso de esta travesia académica.

Liseth

Esta tesis esta dedicada a mis padres, cuyo amor, apoyo incondicional y sacrificios han sido la
base de mi educacion y éxito académico. A mi familia y amigos, por su constante aliento y
comprension. A mis profesores y mentores, cuya guia y sabiduria han sido fundamentales en mi
formacion. Y a todas las personas que, de una manera u otra, han contribuido a la realizacion

de este proyecto.

Cristian



AGRADECIMIENTO

Agradezco a mis profesores, por su guia experta, paciencia y dedicacion incansable a lo largo de
este proyecto. Sus valiosos aportes, correcciones y direccion fueron fundamentales para dar forma
a este trabajo y enriquecerlo con su conocimiento. A mi familia y amigos, quienes me brindaron
su apoyo incondicional, comprension y aliento durante todo el proceso de esta tesis. Vuestra
confianza en mi fue mi mayor motivacion para llegar a esta culminaciéon académica. Sin su

constante respaldo, este logro no habria sido posible.

Liseth

Agradezco a mi familia, por su inquebrantable apoyo, comprension y amor incondicional a lo
largo de este viaje académico. A mis profesores y mentores, por su guia, sabiduria y dedicacion
que han sido fundamentales en mi formacion. A mis amigos, por su 4&nimo, paciencia y momentos
compartidos que han sido un refugio en los momentos desafiantes y a todas las personas que de
una u otra manera contribuyeron con sus conocimientos, tiempo y apoyo en la realizacion de esta

tesis.

Cristian

vi



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS ......ooootiiimtiimtiiisisesisses sttt X
INDICE DE ILUSTRACIONES..........coooiviieinietniee s eeiesesssssesssssessssses s ses s xii
INDICE DE GRAFICAS .......ccooooviiiiiiiiiiiiieseiiseseisssss st xiii
INDICE DE ANEXOS ......coouiiiitmmeeimeesseeessessssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssseess Xiv
RESUMEN ...ttt et e st e s e e e sR b e e s se e e s te e e smre e e sneeesnneesnreeesnneesnneas XV
ABSTRACT ...ttt et s et e e s se e e s sre e s re e e snre e s neeeareeesnreeesnneens XVi
INTRODUCCION .....oiiiimiiimeiiieeeseeeissesseess sttt 1
CAPITULO I

1. PROBLEMA DE LAINVESTIGACION .........co.cooviimieeieeiereeessessesessessssien e, 3
1.1. Planteamiento del problema ................ccoooiiiiiiiiii e 3
1.2. Limitaciones y delimitaciones .................ccccooiiiiiiiiii 3
12,1, LiMGEACIONES ...ttt 3
1.2.2. DelIMELACIONES.................ccoeieiiiiiiiiieee ettt nnne s 4
1.3. ODJELIVOS ...t 4
1.3.1.  Objetivo General....................ccccoouiiiiiiiiiiiieiii ittt 4
1.3.2.  ODbJetivos eSPECIfiCOS ...............cccoovouiiiiiiiiiiieiie ittt 4
14. JUSHEICACION ... 4
1.5. Hipotesis de 1a investigacion ................ccocoiiiiiiiiiiiii e 5
151, HipOteSis RULA ...............cccoooveeiiiiiii et 5
1.5.2.  HipOtesis QlterNatiVa .....................ccccoueiuiiiiiiiiiii it 6
CAPITULO IT

2. MARCO TEORICO ......coooooiimiiiriiiineeiseiiesessessessssss s sssssssssnees 7
2.1. Antecedentes de la Investigacion .................ccoovviiiiii e 7
2.2, Referencias teOriCas ...........cccoiiiiiiiiiiii e 9
2200 EIHIOFHTIO ...ttt sttt ettt sa et bee e 9
2.2.2. TUXOROMUL..............ccoeeeeiii ittt ettt ettt ettt et sab e e s be e e sabeesneeen 10
2230 OFIGEM........ooo e 10
224, EXIPACCION ...ttt ne e nnre e 11
2.2.4.1.  TipOS de @XIFACCION ...ttt ettt ne e 11
2.2.5. Composicion fisico quimicas del mortiiio (Vaccinium floribundum kunth) ............ 12

vil



2.2.6. FCROIES ... 12

2277, FlAvonoides.................cccccooouiiiiiiiiiiiiiiiie et 13
2.2.8.  Capacidad antioXidante .........................c....ccccococeiiiiiiiiiiiiii i 13
2.2.9. MicCroencapSULACION ..................cccocoiiiiiiuiiiiiisiiii ittt 13
2.2.9.1. C(lasificacion del proceso de microencapSulacion................cccocovveeioiiiiiiiiienieeniennnnns 14
2.2.9.2. Microencapsulacion por SPray dryifg.........ccoueiieiienieenieesiee e 15
CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO ...........ooviviiriiiriesriesiessssessssssssssssssssssssseens 17
3.1. Enfoque de investigacion................ccccoooiiiiiiii 17
3.2. Alcance de Investigacion ...............ccccooiiiiii i 17
3.3. Disefio de 1a investiacion ..............ccccoooiiiiiiii i 17
3.3.1.  Diseiio del tratamiento experimental ........................ccccccooiviiiiiiiiiiinii 18
3.4. TIPO de eStUAIO .........ooviiiiiiii s 19
3.5. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion...............c.ccccoeeviiiiiiiiiienn 19
350, EqQUIpoS Y MALEFIALES ..................cccooocieiiiiiiiiii e s 19
3501, MaI@FIQ PFIMGA ...ttt 19
3.5.1.2.  Material de IaDOrIOTIO ...........ccuooiiiiiiiiiii i 20
R T I TR 7 Ter 12 X TP R PP 20
3.5.1.4.  EQuipOS de [ADOFALOFIO ...........couvieiiiiiiiiiie et 20
3520 TECHICAS.........cooeeeeee et 20
3.5.2.1. Recoleccion de la Materiat Prima.............c.ccocivciiiiiiieiiiiii ettt 20
3.5.2.2. Preparacion de la material PrilMia ..............cccooiiciiiiiiieiienie sttt 21
3.5.2.3. Obtencion de los extractos de hojas y frutos del MOFETIO...........cccccovveiiiiiciiiiiniiennn 22
3.5.2.4.  Tamizaje fIlOQUITICO ............cueeeiuiiieii ittt 24
3.5.2.5. Determinacion de flavonoides tOtales ...............cccuoviivenieniiiiiiiinie e 26
3.5.2.6. Determinacion del contenido fenolico total (TPC).......c..cccouviviiiiiiieniiniieiiiiieenees 27
3.5.2.7. Determinacion de la actividad antioxidante.................ccccocuoiiviniiniininieniiieee 27
3.5.2.8.  MiCrOenCAPSUIACION. ............ccceeiiiiiiiiiie st 28
3.5.3.  Anadlisis estadistico de varianza ANOVA................c..cccccooviiiiiiiiiiiininne e 28
CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS................. 29
4.1. Analisis, interpretacion y discusion de resultados ................c.ccooeoeiiiiniicennn 29
4.1.1.  Rendimiento en porcentaje de los extractos.......................cccccccovcireiiiiiiiienicninnnns 29

viii



4.1.2.  Determinacion de metabolitos secundarios ............................cccccocveviviiniinicnicnnnns 30
4.1.2.1.  Tamizaje fIOQUIMICO ............c.coouiiiuiiiiiie ettt st nnne s 30
4.1.2.2.  FIavonoides tO1ALES ..............ccocouviiiiiiiiiiiii ettt 33
4.1.2.3. FenOles tOIALES ..........ccccuiiiiiiiiiii it 35
4.1.3.  Determinacion de la capacidad antioxidante .............................cc.ccceviiiiiiiiinsiinnninnns 37
4.1.4.  Microencapsulacion por el método de spray drying ...................cccccoovviiviniininninnns 39
4.1.4.1.  Fenoles t0tales del frUto ............coouiiiiiiiiiiiiieii e 39
4.1.4.2. Fenoles totales de 1as ROJAS ..........c..cccuouiviiiiiieiiiiii e 40
4.1.4.3. Capacidad antioXidanre................cccouiiiiiiiiieiiiee e 41
4.1.4.4. Capacidad antioxidante en el fruto del MOVt ...........cccccoevviiiiiiiiiiiiiiiieeese s 42
4.1.4.5. Capacidad antioxidante en la hoja del MOFLITIO ..........c..ccccvviveiiiiiiieiiise e 43
4.1.5. AnGlSiS eStAAISTCO ....................cocviiiiiiiiic e 44
QU5 0. FONOIES.c.c.uiiiiiiiiiii ettt bbb bbbt 44
4.1.5.2. Capacidad antioXidante frUtos ..........cccoccuiiieiiiiiiiie i 45
4.1.5.3. Capacidad antioXidante ROJAS ...........c.ccoeuviiieiiiiiiic e 45
4.1.5.4. Microencapsulacion del frUto ..............cocuveiiiiiiiiiiiiiii e 46
4.2. Comprobacion de 1a hipotesis..............ccocoiiiiiiiiiiiiii e, 48
CONCLUSITONES ...ttt r e 50
RECOMENDACIONES ...t 52
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

X



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-2:
Tabla 2-2:
Tabla 3-2:
Tabla 1-3:

Tabla 1-4:
Tabla 2-4:

Tabla 3-4:
Tabla 4-4:
Tabla 5-4:
Tabla 6-4:

Tabla 7-4:
Tabla 8-4:
Tabla 9-4:

Tabla 10-4:
Tabla 11-4:
Tabla 12-4:
Tabla 13-4:
Tabla 14-4:
Tabla 15-4:

Tabla 16-4:
Tabla 17-4:

Tabla 18-4:
Tabla 19-4:

Tabla 20-4:
Tabla 21-4:
Tabla 22-4:
Tabla 23-4:

Antecedentes relacionados con la iINVEStIZaCION........cccvvverveiiiieiieiie e 8
Taxonomia del mortifio (Vaccinum floribundum kunth) .............cccoovveiicnennnnn. 10
Composicidn fisico quimicas del mortifio (Vaccinium floribundum kunth)......... 12

Leyenda para observar la concentracion de metabolitos secundarios de hojas y
frutos del MOTtINO. .....euine i 26
Resultados en porcentaje del rendimiento de los extractos del fruto del mortifio..29

Resultados en porcentaje del rendimiento de los extractos de la hoja del mortifio

............................................................................................................................. 29
Resultados de tamizaje fitoquimico frutos del MmOrtifio .........ccovvevierieeneinieninns 30
Resultados de tamizaje fitoquimico de hojas de MOTtifio .........ccceveveiiveeneenieninne 31
Datos de cuantificacion de flavonoides totales por espectrometria ..................... 33
Resultados de la concentracion de la cuantificacion de flavonoides totales de
hojas y frutos de MOTtITIO .....ccveeiuieiiiiieiieee e 34
Extractos de mayor concentracion de fenoles en fruto del mortifio............c.c...... 36
Cuantificacion del contenido de fenoles totales de los frutos del mortifio .......... 36
Extractos con mayor concentracion de capacidad antioxidante de frutos de
10010) 43131 JORTT T OO T TP TP PP PP 37
Extractos con mayor % inhibicion DPPH en las hojas del mortifio..................... 37
Capacidad antioxidante de las matrices vegetales.........ccoovvrvririiiieiecninecnennenn, 38
Extractos con mayor concentracion de fenoles en el fruto del mortifio............... 39
Analisis de varianzas ANOVA de concentracion de fenoles totales .................... 40
Extractos con mayor concentracion de fenoles en el fruto del mortifio............... 40
Analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de fenoles totales de las
OJAS 1.ttt ne e 41
Extractos con mayor % de inhibicién de DPPH en el fruto del mortifio ............. 42

Analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de capacidad antioxidante
del fruto del MOTHITIO ..eeveeveiiiiiiiieie ettt 42
Extractos con mayor % de inhibicion de DPPH en hojas del mortifio................. 43

Analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de capacidad antioxidante de

128 110jas del MOTTITIO .....eeveivieiieiii et 43
ANOVA — Fenoles fIULOS ....ccviveiiieeierieeesesee e 44
ANOVA — Capacidad antioxidante frutos ........cccoovreeririneenineeninesee e 45
ANOVA — Capacidad antioxidante hojas..........cccoveeriiineenineeninne e 45
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas — Frutos ..........ccccoevrvernnne 46

X



Tabla 24-4:
Tabla 25-4:
Tabla 26-4:

Pruebas t para medias de dos muestras emparejadas — Hojas.........cccevevveninninnns
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas...........ccoveeerverieiieenieniennns

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas...........ccoveeerverieiiienieniennens

X1



INDICE DE ILUSTRACIONES

Hustraciéon 1-2:
Iustracion 1-3:
Iustraciéon 2-3:
Ilustracion 3-3:
Ilustracion 4-3:
Ilustracion 5-3:

Ilustracion 6-3:

Mortifio (Vaccinium floribundum KUnth) ...........cccccooovioiiiiinienieenenesene 10
Representacion esquematica del disefio de investigacion......................... 18

Representacion esquematica del disefio experimental de la investigacion ..... 19

Mortifio (Vaccinium floribundum KUnth) ...........cccccooeiiiiiiiinicnie e 21
Representacion esquematica de la preparacion de la materia prima............... 21
Representacion esquematica de la maceracion ..........ccoocvveeeieeneeviesnesieenne 22
Representacion esquematica de la obtencion del eXtracto ..........covceevvereenne. 23

X1l



INDICE DE GRAFICAS

Grafico 1-4:
Grafico 2-4:
Grafico 3-4:
Grafico 4-4:
Grafico 5-4:

Curva de calibracion utilizando como estdndar catequina .........cccovevveviveeerveenennn. 33
Curva de calibracion de fenoles ..........ccooerieiiiiiiiiiee e 35
Curva de calibracion de Trolox en % de inhibicion de DPPH ... 38
Curva de calibracion promedio de fenoles totales.........oocovveriiiiiiniinninniniiee, 39
Curva de calibracion del trolox en % de inhibicion de DPPH ... 42

Xiii



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A:
ANEXO B:
ANEXO C:
ANEXO D:
ANEXOE:
ANEXO F:

ANEXO G:

ANEXO H:

TEST ESTADISTICO ANOVA
TEST ESTADISTICO ANOVA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL FRUTO
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE HOJAS DEL MORTINO

TEST ESTSDISTICO ANOVA FENOLES TOTALES MICROENCAPSULADO
TEST ESTADISTICO ANOVA FENOLES TOTALES HOJAS

TEST ESTADISTICO ANOVA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE FRUTO DEL
MORINO

TEST ESTADISTICO ANOVA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HOJAS DEL
MORTINO

TEST ESTADISTICO T- STUDENT DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
MICROENCAPSULADO Y SIN MICROENCAPSULAR

Xiv



RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue analizar el extracto y microencapsulado de las hojas y el fruto
del mortifio (vaccinium floribundum kunth). Con el proposito de abordar este desafio, se comenzo
con la recoleccidon de la materia prima en el cantdn Sigchos en la provincia de Cotopaxi, en el
cual se realizo una recoleccion manera rapida y eficiente. Posteriormente se sometio a las hojas y
al fruto del mortifio a un secador de bandejas; el extracto obtenido en ambas componentes se
sometid a una primera maceracion en cuatro distintos medios las cuales son: muestra 1 (20%
etanol — 80% agua), muestra 2 (50% etanol — 50% agua), muestra 3 (80% etanol — 20% agua) y
muestra 4 (100% etanol). Terminada la maceracion pasoé a un filtrado simple, luego a una segunda
maceracion, a un rotavapor y finalmente al microencapsulado. Mediante la metodologia se realizo
un analisis de flavonoides totales donde reporté resultado de 57,90625 £ 10mg y un coeficiente
de correlacion de 0,9252. En el analisis de fendlico total se realizo una regresion lineal donde
presento un coeficiente de correlacion de 0,9989 y un ANOVA con mejor concentracion tanto en
frutos y hojas en el extracto con 50% etanol — 50% agua. Por tltimo, en el andlisis de actividad
antioxidante nos dieron resultados en ANOVA con mejor concentracion tanto en frutos y hojas en
el extracto con 100% etanol y un coeficiente de correlacion de 0,9958. En este contexto se
concluye que el extracto con mayor rendimiento en hojas fue el extracto 3 en la muestra 2 con
29,89% vy en fruto el extracto 3 en la muestra 1 con 49,1%. Ademas, el extracto 3 exhibe
caracteristicas prometedoras en metabolitos secundarios, cuantificacion de flavonoides y
capacidad antioxidante. Para el microencapsulado se utilizdo el método spray drying técnica

empleada para preservar la integridad del extracto.

Palabras claves: <INGENIERIA Y TECNOLOGIA QUIMICA>, <HOJAS DEL MORTINO
(Vaccinium floribundum kunth)>, <FRUTO DEL MORTINO (Vaccinium floribundum kunth)>,
<EXTRACTO>, <MICROENCAPSULADO>.

0029-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the extract and microencapsulation of the leaves and
fruit of the mortifio (vaccinium floribundum kunth). In order to address this challenge, a quick
and efficient collection of raw material in the Sigchos canton in the province of Cotopaxi was
carried out. Subsequently, the leaves and fruit of the mortifio were subjected to a tray dryer; the
extract obtained in both components was subjected to an initial maceration in four different media:
sample 1 (20% ethanol - 80% water), sample 2 (50% ethanol - 50% water), sample 3 (80% ethanol
- 20% water) and sample 4 (100% ethanol). Once the maceration was finished, it was passed to a
simple filtration, then to a second maceration, to a rotary evaporator and finally to
microencapsulation. By means of the methodology, an analysis of total flavonoids was carried
out, reporting a result of 57.90625 + 10mg and a correlation coefficient of 0.9252. In the analysis
of total phenolics, a linear regression was performed with a correlation coefficient of 0.9989 and
an ANOVA with a better concentration in both fruits and leaves in the extract with 50% ethanol -
50% water. Finally, the analysis of antioxidant activity yielded results in ANOVA with better
concentration in both fruits and leaves in the extract with 100% ethanol and a correlation
coefficient of 0.9958. In this context it is concluded that the extract with the highest yield in leaves
was extract 3 in sample 2 with 29.89% and in fruit extract 3 in sample 1 with 49.1%. In addition,
extract 3 exhibited promising characteristics in secondary metabolites, flavonoid quantification,
and antioxidant capacity. For microencapsulation, the spray drying method was used to preserve

the integrity of the extract.
Keywords: <CHEMICAL ENGINEERING AND TECHNOLOGY>, <FLAVORY LEAVES

(Vaccinium Floribundum Kunth)>, <FLAVORY FRUIT (Vaccinium Floribundum Kunth),
EXTRACT>, <MICROENCAPSULATE>

Abg. Ana Gabriela Reinoso. Mgs.
Ced: 1103696132
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INTRODUCCION

El mortifio (Vaccinium floribundum kunth) es una especie de arbusto que se encuentra en los
Andes de Sudamérica. Se ha demostrado que tanto las hojas como los frutos del mortifio contienen
compuestos bioactivos que podrian tener beneficios para la salud. En este sentido, se han realizado
estudios sobre la evaluacion del extracto y microencapsulado de las hojas y el fruto del mortifio,

con el fin de determinar sus propiedades y aplicaciones (Bijttebier et al., 2016; Prior et al., 1998).

En cuanto al extracto de hojas y frutos de mortifio, se ha demostrado que tienen una alta capacidad
antioxidante y antiinflamatoria, lo que los convierte en una fuente potencial de compuestos
bioactivos para la prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo

y la inflamacioén (Bijttebier et al., 2016).

Por otro lado, la microencapsulacion de los compuestos bioactivos de las hojas y frutos del
mortifio puede mejorar su estabilidad y biodisponibilidad, lo que aumenta su potencial para su
uso en la industria alimentaria y farmacéutica. Ademas, la microencapsulacion puede proteger los
compuestos bioactivos de las hojas y frutos del mortifio de la oxidacion y degradacion, lo que

puede mejorar su vida util y calidad (Zorzi et al., 2020).

Se debe evaluar el proceso de extraccion para determinar las condiciones dptimas que permitan
obtener un extracto con una concentracion deseada de compuestos bioactivos. Esto implica la
seleccion de solventes adecuados, la optimizacion de pardmetros como la temperatura y el tiempo
de extraccion, asi como el uso de técnicas de separacion y purificacion para obtener un extracto

de alta calidad (Bijttebier et al., 2016).

Posteriormente, se debe llevar a cabo el proceso de microencapsulacion, donde los compuestos
bioactivos del mortifio se protegen y se encapsulan en una matriz, proporcionando estabilidad y
control en la liberacion de los mismos. La eleccion de los materiales de encapsulacion y las
técnicas de encapsulacion son aspectos clave a considerar, ya que influyen en la eficiencia de

encapsulacion, la retencion de los compuestos activos y la liberacion controlada (Zorzi et al., 2020).

Ademas, la caracterizacion de los extractos y microencapsulados del mortifio implica la
determinacion de parametros fisicos y quimicos, como la composicién quimica, tamafio de
particula, estabilidad y capacidad de liberacion de los compuestos bioactivos. Estos analisis se
llevan a cabo utilizando técnicas y equipos propios de la ingenieria quimica, como cromatografia,

espectroscopia y técnicas de microscopia.



Este enfoque busca garantizar la eficiencia, calidad y viabilidad técnica de los productos, con el
objetivo de aprovechar al maximo los compuestos bioactivos del mortifio y su potencial aplicacion

en diversas industrias.



CAPITULO1

1. PROBLEMA DE LAINVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Este estudio parte del proyecto de investigacion “Analisis de la actividad antiinflamatoria de las
hojas y el fruto del mortifio (Vaccinium floribundum kunth) in vitro en células endoteliales
primarias de aorta porcina (pAECs) ¢ in vivo en ratones (Mus musculus) cepa BALB/c.”. Al ser
el mortifio una baya silvestre andina con un alto contenido de compuestos bioactivos,
especialmente antocianinas, con efecto preventivo contra diferentes enfermedades por su

capacidad antioxidante (Pérez et al., 2021).

En tal sentido se planted hacer una microencapsulacion por spray drying a los extractos de las
hojas y el fruto del mortifio a partir del cual se realiza la cuantificacion de la capacidad
antioxidante, concentracion de fenoles y flavonides, con el fin de analizar su potencial

antiinflamatorio.

El spray drying es un proceso para fabricacion en so6lidos por lo que es ampliamente usado en el
algiin sector principalmente en el sector de la quimica industrial, la biotecnologia y la
farmacéutica, en el sector de la industria alimentaria. Este es un método de secado a partir el cual
se secan sustancias organicas, liquidas, o suspensiones para convertirlas en sustancias solidas
(BUCHI, 2020). Lo cual ayudara a que el extracto de mortifio conserve sus propiedades
particularmente de fenoles, flavonoides y su capacidad antioxidante.

1.2. Limitaciones y delimitaciones

1.2.1. Limitaciones

e Recoleccion de hojas y frutos puede ser estacional, limitando la disponibilidad de material

vegetal para estudiar en determinadas épocas del afio.

e Falta de reactivos.

e Falta de equipos para realizar el micro encapsulado por el método de spray drying.



1.2.2. Delimitaciones

e Evaluacion del extracto de las hojas y el fruto del mortifio (Vaccinium floribundum kunth).

e Me¢étodos y andlisis especificos.

e Microencapsulado de las hojas y frutos del mortifio.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Analizar el extracto y microencapsulado de las hojas y el fruto del mortifio (Vaccinium

Sfloribundum kunth)

1.3.2. Objetivos especificos

e Establecer el mayor rendimiento en la obtencion de los extractos de las hojas y los frutos de

mortifio con diferentes solventes organicos.

e Determinar el extracto con mejores caracteristicas, mediante el andlisis de los metabolitos

secundarios, cuantificacion flavonoides y capacidad antioxidante.

e Aplicar el método de spray drying para obtener el microencapsulado de los extractos de

vaccinium floribundum kunth.

e Aplicar andlisis estadisticos para la discriminacion de los datos obtenidos.

1.4. Justificacion

El Mortifio es un arbusto silvestre endémico de Ecuador y Colombia. Tiene un sabor afable, frutos
de especies afines. Su importante propiedad es un alto porcentaje de polifenoles, respaldado por
el contenido de azucares, fibra, lipidos, minerales y vitaminas, proantocianidinas, antocianidinas,
flavonoides utilizados como colorante alimentario; asi como los flavonoides, los taninos, los

acidos poli fenolicos tienen efectos antioxidantes, apoyan la microcirculacion retiniana y la
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agregacion plaquetaria, la microcirculacion en general, reducen la insuficiencia venosa cronica y

se consideran un adyuvante nutricional (Coba et al., 2012).

Con el propdsito de obtener informacion respaldada por evidencia sélida y explorar nuevas vias
en el ambito de los tratamientos antiinflamatorios, se llevara a cabo la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria presente en las hojas y el fruto del mortifio (Vaccinium floribundum kunth). Esta
evaluacion se llevara a cabo tanto in vitro, empleando células endoteliales primarias de aorta
porcina (pAECs), como in vivo en ratones de la cepa BALB/c (Mus musculus). Este enfoque
multidisciplinario tiene como objetivo recopilar datos solidos y fiables que contribuyan a la

identificacion de nuevos enfoques antinflamatorios.

Para llevar a cabo esta investigacion, se hara uso de los recursos disponibles en la Facultad de
Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y la Universidad Técnica de Ambato.
Asi mismo, se contara con la colaboracion y apoyo de un equipo de expertos y docentes
investigadores. En cuanto a los ensayos con animales de experimentacion, se aprovechara la
infraestructura del bioterio de la ESPOCH, garantizando la ética y el cuidado adecuado de los
sujetos involucrados en el estudio. Ademas, se contard con la valiosa contribuciéon de una docente

investigadora de la Universidad de Bolonia en Italia.

El objetivo principal de esta investigacion es proporcionar una base cientifica solida que
contribuya al desarrollo de nuevos tratamientos antiinflamatorios, aprovechando los compuestos
presentes en el mortifo, y estableciendo asi un enlace entre la investigacion cientifica y la

buisqueda de soluciones terapéuticas innovadoras.

Por ende, en la investigacion se desea hacer un analisis de los extractos de las hojas y el fruto del
mortifio (Vaccinium floribundum kunth), realizando un tamizaje fitoquimico que nos ayuda a
identificar la presencia de metabolitos secundarios presentes en el extracto. Seguido de una
microencapsulacion por spray drying a los extractos del mortifio a partir del cual se evaluara la

capacidad antioxidante y realizara la cuantificacion de fenoles y flavonides.

1.5. Hipétesis de la investigacion

1.5.1. Hipotesis nula

e El extracto de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los porcentajes de etanol

y agua son iguales en referente a la concentracion de flavonoides.



o El extracto sin microencapsular de las hojas y fruto de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales en referente a la contraccion de fenoles.

e El extracto sin microencapsular de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales en referente a la de inhibicion de DPPH.

e E] extracto microencapsulado de las hojas y fruto de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales en referente a la contraccion de fenoles.

e El extracto microencapsulado de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales en referente a la de inhibicion de DPPH.

1.5.2. Hipdtesis alternativa

e El extracto de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los porcentajes de etanol

y agua son diferentes en referente a la concentracion de flavonoides.

o El extracto sin microencapsular de las hojas y fruto de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son diferentes en referente a la contraccion de fenoles.

e El extracto sin microencapsular de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son diferentes en referente a la inhibiciéon de DPPH.

e El extracto microencapsulado de las hojas y fruto de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son diferentes en referente a la contraccion de fenoles.

o El extracto microencapsulado de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son diferentes en referente a la inhibicion de DPPH.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Hoy en dia millones de personas desarrollan enfermedades degenerativas como el cancer, la
diabetes y otras como consecuencia de factores como una dieta inadecuada y la contaminacion
del medio ambiente, entre otros; por este motivo, la investigacion de compuestos que prevengan

estas enfermedades es muy importante (Ortiz, 2018).

Por lo general la mayoria de los frutos poseen compuestos antioxidantes, que ayudan a disminuir
el riesgo de contraer enfermedades. Una de estas frutas es el Vaccinium floribundum Kunth
conocido cominmente como mortifio, este fruto se utiliza para preparar la tradicional colada
morada y crece en la sierra ecuatoriana, por lo que se considera endémica. Debido al

desconocimiento de las ventajas de esta fruta, su cultivo llevaba afios en declive.

Sin embargo, hoy en dia, muchos agricultores de la zona fria de Ecuador han hecho un gran
esfuerzo por plantar esta fruta, ya que muchas industrias alimentarias estan elaborando productos

utiles que contribuyen a una dieta mas segura para las personas (Coba et al., 2012).

El mortifio es un fruto que tiene una elevada cantidad de antocianinas, las cuales se encuentran
en la piel del mortifio, es por ello que para la extraccion es necesario utilizar el fruto con toda la
cascara, esto se debe a que, en la cascara se encuentra su gran capacidad antioxidante. El color
caracteristico del mortifio se da gracias a las antocianinas, ya que, estas son las encargadas de dar

el color oscuro al fruto cuando este estd maduro (Gaviria et al., 2012).

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es una planta rica en nutrientes que se cultiva en el
norte de los Andes (Ortiz, 2018). Esta fruta se utiliza para hacer pasteles, tartas, helados, pulpa,
mermeladas y vinos, ademas de consumirse cruda. Tiene la ventaja de que se puede congelar sin
alterar sus caracteristicas nutricionales y organolépticas; ademas, no se alteran sus propiedades
fisicas, como el volumen o el peso, lo que facilita su almacenamiento para un uso a largo plazo,
incluso fuera de la temporada de cosecha (Arteaga et al., 2014). La vida 0til de los alimentos puede

prolongarse mediante procedimientos de procesado como la concentracion (Llimpe, 2017).

Por lo general el mortifio se cultiva en la sierra de Ecuador entre los meses de septiembre y

noviembre, es una fruta tropical. Estos frutos son abundantes en compuestos antioxidantes como
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los polifenoles, que son metabolitos secundarios de las plantas (Ortiz, 2018). Los compuestos
fenolicos son sustancias de bajo peso molecular con dos 0 més grupos fendlicos en cada una de
sus moléculas. Los polifenoles son un grupo heterogéneo de compuestos que tienen la propiedad
de poseer muchos grupos bencénicos sustituidos por funcionalidades hidroxilo en su estructura.
Se encuentran en muchas plantas y se investigan mas a fondo por sus cualidades antioxidantes

(Roldan, 2012).

Las antocianinas pertenecen al grupo de los polifenoles flavonoides, que pueden dividirse en dos
grupos en funcion de su composicion quimica: no flavonoides y flavonoides (formados por dos
grupos bencénicos unidos por un puente de tricarbonato). Los pigmentos hidrosolubles mas
significativos que pueden encontrarse en una zona visible para el ojo humano son las antocianinas

(Maureen y Prieto, 1998).

Los pigmentos antocianicos han ganado popularidad recientemente, ya que no solo ofrecen color
a los productos, sino que también ayudan a reducir el riesgo de enfermedades como la diabetes y
el cancer. También tienen propiedades antiinflamatorias y mejoran la agudeza visual. Las
antocianinas presentan un numero excesivo de ventajas como posibles sustitutos de varios
colorantes artificiales, pero su limitada viabilidad comercial y su escasa estabilidad impiden que

se utilicen ampliamente (Pérez et al., 2021).

Tabla 1-2: Antecedentes relacionados con la investigacion

Autor Titulo Aiio Tipo Link
Ortiz Extraction of anthocyanins 2018 Tesis http://www.scielo.org.co/sciel
Moncayo | rom Mortiflo (Vaccinium 0.php?pid=S0304-284720210

floribundum) and determination of their

.. . 00109453 &script=sci_arttext
antioxidant capacity

Coba et al. | Estudio etnobotanico del mortifio 2012 Revista de ISSN 1390-3799
(Vaccinium floribundum) como alimento la Ciencia
ancestral y potencial alimento funcional de la vida
Gaviria Cambios en la Actividad Antioxidante en | 2012 Articulo ISSN 0304-2847
Montoya Frutos de Mortifio (Vaccinium SciELO
etal. meridionale Sw.) durante su Desarrollo y Analytics

Maduracion. Revista Facultad Nacional

de Agronomia Medellin, vol. 65, no. 1

Arteaga Relacion del desarrollo del color con el 2014 SciELO ISSN 1390-9363.

Dalgo, contenido de antocianinas y clorofila en DOL:

Andrade diferentes grados de madurez de mortifio 10.29019/ENFOQUEUTE. V5
Cuviy (Vaccinium floribundum). Enfoque UTE, N2.37

Moreno vol. 5, no. 2

Guerrero




Llimpe Estudio del contenido de antocianinas y 2017 Tesis https://1library.co/document/z
Pérez capacidad antioxidante del fruto de 1d14jpz-estudio-contenido-
macha macha (Vaccinium floribundum antocianinas-capacidad-
kunth) durante la maduracion antioxidante-vaccinium-
floribundum-maduracion.html
Roldéan Caracterizacion molecular, funcional y 2012 Tesis https://bibdigital.epn.edu.ec/b
Rodriguez | estudio del comportamiento post cosecha itstream/15000/5738/1/CD-
del mortino (Vaccinium floribundum 4672.pdf
Kunth) de la comunidad de Quinticusing
del canton Sigchos de la Provincia de
Cotopaxi
Maureen Plantas que contienen polifenoles: 1998 SCIELO http://scielo.sld.cu/scielo.php?
Hernandez | Antioxidantes dentro del estilo de vida script=sci_arttext&pid=S0864
y Prieto -03001999000100004
Gonzalez
Pérez et al. | Extraction of anthocyanins from Mortifio | 2021 Facultad DOLIL:
(Vaccinium floribundum) and Nacional de | 10.15446/rfham.v74n1.89089
determination of their antioxidant Agronomia
capacity. Medelli

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

2.2,

Referencias teoricas

2.2.1. El mortiiio

El mortifio es un arbusto ramificado con una altura de 2.5 m perteneciendo al género vaccinium,

familia ericaceae, el fruto mide de 5 a 8§ mm de diametro presentado un color azul l6brego, posee

numerosas semillas las cuales son pequefias con una pulpa de color verde, su cubierta es lisa la

cual esta envuelta de un polvo blanquecino (Coba et al., 2012).

En la medicina tradicional es usada para grandes beneficios por ejemplo en restablecer los niveles

de aztcar de la sangre, trastornos digestivos, arterosclerosis, enfermedades cardiacas, prevencion

y propagacion del cancer, diabetes, inflamaciones, reumatismos entre otras que estan relacionadas

con el estrés oxidativo (Coba et al., 2012).

Las hojas y frutos del mortifio son conocidos por su alta capacidad antioxidante debido a la

presencia de compuestos como flavonoides y polifenoles (Baenas et al., 2020). Los compuestos

bioactivos presentes en las hojas y frutos han demostrado tener propiedades antiinflamatorias

siendo ricos en nutrientes esenciales como vitamina C, vitamina A, calcio y hierro (Bazalar et al.,

2019).




Hustracion 1-2: Mortifio (Vaccinium floribundum kunth)

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

2.2.2. Taxonomia

Tabla 2-2: Taxonomia del mortifio (Vaccinum floribundum kunth)

Nombre cientifico Vaccinium floribundum kunth
Reino Plantae

Division Magnoliophyta (Angiospermas)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Orden Ericales

Familia Ericaceae

Género Vaccinium

Epiteto especifico Floribundum

Autor epiteto especifico Kunth

Fuente: (Bedon et al., 2020)
Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

2.2.3. Origen

Se origina en Europa y Asia perteneciendo al género Vaccinium, después de ser colonizado en el

Este de USA se desarrolld en Sudamérica y Centroamérica.

En el Ecuador esta especie Vaccinium floribundum Kunth es de mayor distribucion la cual se
cultiva entre 1000-4500 msnm; localizada en la sierra ecuatoriana en las provincias de Azuay,
Imbabura, Chimborazo, Bolivar, Cotopaxi, Tungurahua, Loja, Cafar, Carchi y Pichincha (Gaviria

et al., 2012). En el ecuador el consumo es basicamente en fresco como en la elaboracion de
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ensaladas, tortas, vinos, mermeladas, jugos y la tradicional colada morada, el fruto es aprovechado
para la obtencion de colorantes y tintes naturales, para comercializarlo se basa en el

aprovechamiento de la cosecha de las plantas silvestres (Coba et al., 2012).

2.2.4. Extraccion

Extraccion es el proceso mediante el cual se separan los componentes solubles de una sustancia
solida o liquida utilizando un solvente para obtener una solucion que contiene los compuestos de
interés. Este método se basa en las diferencias en la solubilidad de los componentes en el solvente
y puede ser aplicado a diversos campos, como la quimica, la farmacologia y la industria de

alimentos (Chemat et al., 2020).

2.2.4.1. Tipos de extraccion

En la evaluacion del extracto y microencapsulado de las hojas y el fruto del mortifio (Vaccinium
Sfloribundum Kunth), se pueden emplear diversos tipos de extraccion para obtener los compuestos
bioactivos. A continuacion, se presentan algunos métodos de extraccion junto con referencias

bibliograficas que respaldan su utilizacion:

e Extraccion con solventes organicos. — Este método implica el uso de solventes orgdnicos
para extraer compuestos de las hojas y el fruto del mortifo. Es ampliamente utilizado para obtener

una variedad de compuestos bioactivos (Amaral et al., 2009).

e Extraccion con agua. — Es un método suave para extraer compuestos hidrosolubles, como

polifenoles y flavonoides, de las hojas y el fruto del mortifio (Zulueta et al., 2009).

e Extraccién por maceracion. - Es un proceso de inmersion de la muestra en un solvente
durante un periodo prolongado para permitir la extraccion de compuestos bioactivos (Corrales et al.,

2008).

e Extraccion con CO2 supercritico. - Utiliza diéxido de carbono en estado supercritico como

solvente para obtener compuestos de las hojas y el fruto del mortifio (Pimentel et al., 2019).

Estos métodos de extraccion ofrecen enfoques diferentes para obtener los compuestos bioactivos
de las hojas y el fruto del mortifio, permitiendo una caracterizacion mas completa y precisa de sus

propiedades.
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2.2.5. Composicion fisico quimicas del mortifio (Vaccinium floribundum kunth)

Tabla 3-2: Composicion fisico quimicas del mortifio (Vaccinium floribundum kunth)

Componentes Cantidad

Humedad (%) 80,0
Grasa (%) 1,0
Proteina (%) 0,7
Ceniza (%) 0,4
Carbohidratos totales (%) 18,1
Calorias (kcal/100g) 84,0
Vitaminas (mg/100g) 106,1
Contenidos fenodlicos (mgAG/100g) 882,0

Fuente: (Contreras, 2019)
Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

2.2.6. Fenoles

Los compuestos fenolicos son sustancias de naturaleza sintética fluctuante, presentes en plantas
y diferentes productos organicos como metabolitos secundarios. Dentro del reino vegetal son muy
importantes, con alrededor de 10.000 composiciones fenolicas reconocidas en las plantas (Gaviria
et al,, 2012). Por lo general presentan una extraordinaria capacidad para captar radicales toxicos,
son disolubles en disolventes polares, esto se debe a que su grupo hidroxilo esta unido a un anillo

aromatico (Castillo y Janon, 2018).

Debido a que se biosintetizan como subproductos del metabolismo, los fenoles, también
conocidos como compuestos fenolicos, desempenan importantes funciones en el metabolismo de
las plantas (Castillo y Janon, 2018). Estas sustancias intervienen en el desarrollo y la reproduccion,
confieren a los frutos en flor cualidades sensoriales como el aroma y el color, y también defienden

contra la deshidratacion, el estrés por radiacion UV y los patdgenos (Arias y Ruales, 2013).

Dado que los compuestos fendlicos son los encargados de aportar propiedades sensoriales, tienen
un impacto directo en la calidad de los articulos que los incluyen (Arias y Ruales, 2013). Se clasifican
segln su composicion fundamental, pero estan Pagina 7 de 17 representados sobre todo por los
acidos fenolicos, los flavonoides y los taninos, que confieren a las frutas ricas en estas sustancias

propiedades variadas, entre ellas la astringencia (Castillo y Janon, 2018).
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2.2.7. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales muy dispersos en plantas, frutas y verduras. Sirven de
barrera contra agentes antioxidantes como la radiacion UV, la contaminacion del medio ambiente
y los compuestos quimicos presentes en los alimentos, entre otros. Como estos compuestos son
componentes importantes de la parte no energética de la dieta y no pueden ser creados por el
cuerpo humano de forma natural, deben recibirse a través de alimentos o suplementos (Martinez et

al., 2002).

Una de las principales clases de especies quimicas altamente reactivas de los flavonoides,
conocidas como antiocianinas o antocianidinas, son las responsables de la coloracion roja o rojo
azulada de algunas frutas, en particular las bayas y los frutos rojos. Dentro de la categoria de
sustancias quimicas hidrosolubles, constituyen uno de los grupos mas significativos de pigmentos

vegetales (Martinez et al., 2002).

2.2.8. Capacidad antioxidante

Se denomina capacidad antioxidante a los compuestos que son capaces de inhibir o retrasar las
reacciones de sustratos frente a otra sustancia reactiva de oxigeno, para destruir los llamados
radicales libres. En los compuestos conocidos como polifenoles se presenta la sustancia
antioxidante, sus biomoléculas se encuentran distribuidas alrededor del fruto, evitando asi su

oxidacion y radicales libres (Litescu et al., 2010).

Se dice que varias sustancias que intervienen en diversos procesos de oxidacion-reduccion y
tienen diversas propiedades fisicoquimicas tienen capacidad antioxidante (Martinez et al., 2008). El
estudio de la capacidad antioxidante de flavonoides ha sido la que mas interés a generado para el
estudio sus propiedades biologicas, tanto en el ambito nutricional como en el ambito clinico
(Guzman, 2017). Los flavonoides presentan propiedades quelantes de hierro y atraen radicales libres,
gracias a su capacidad antioxidante, la cual es la causante de inhibir enzimas que con procesos
oxidativos. Hoy en dia se conoce mas de 5000 compuestos diferentes de flavonoides existentes

en la naturaleza (Quifiones, 2010).

2.2.9. Microencapsulacion

Es un proceso en el cual el nicleo (ingrediente funcional o activo) que puede ser solido, gas o
liquido es revestido con un material secundario para asi formar una microcépsula. El material que

recubre lleva el nombre de encapsulante, matriz, fase externa o membrana, el cual realiza un
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recubrimiento uniforme por adsorcion u oclusion que sirve de proteccion al nucleo, ya que lo
mantiene aislado del entorno hasta ser liberado por cambios en su ambiente. Este método evita
interacciones indeseables con otros componentes al ingrediente activo del medio o reacciones
quimicas que pueden iniciar la degradacion de éste (sabores y olores indeseables).
Adicionalmente, facilitando la manipulaciéon de los almacenamientos y en otros casos
(suplementos alimenticios o medicamentos) se pueden encubrir malos sabores, olores o colores

(Viktor, 2010).

La microencapsulacion se puede usar en diferentes campos de la industria como en perfumeria,
agroquimicos, alimentos, pesticidas, fertilizantes, cigarrillos y en industrias farmacéuticas, etc.
La microencapsulacion ayuda a los componentes activos a ajustar sus propiedades (color,
estructura, solubilidad y el tamafio de las particulas), también controla su liberacion. Estos
beneficios también deben superar dificultades tales como el costo adicional y la complejidad de
la cadena de suministro o del proceso de produccion cambios en la estabilidad del encapsulante

durante el almacenamiento y el proceso del producto alimenticio.

Por esta razdn es esencial tener en cuenta los siguientes parametros para seleccionar el material

encapsulante:

e El nucleo, ingrediente activo a encapsular o material.
e El ambiente la interacciones entre el nticleo y la matriz.
¢ En el almacenamiento mantener la estabilidad del ingrediente microencapsulante.

e Mecanismo de liberacion del ntcleo.

La membrana debe ser continua al recubrir el nucleo con propiedades que faciliten la aplicacion
(flexibilidad, resistencia, permeabilidad). Por lo general esta superficie es delgada adhiriéndose
firmemente al material del ntcleo. Las capsulas suelen tener una forma irregular, esférica u
ovalada, también pueden formar una matriz o pueden ser multi nuclear de un solo nucleo o de

multicapas (Smith y Charter, 2010).
2.2.9.1. Clasificacion del proceso de microencapsulacion
Para obtener microencapsulados existen varios procesos, algunos estan basados en fenomenos

fisicos o usan reacciones quimicas de polimerizacion para formar las pardes en las capsulas

también existen los métodos fisicos y quimicos.
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e Procesos quimicos: Proceso de inyeccion sumergida, coacervacion compleja y polimero-

polimero incompatible.

e Procesos fisicos: Recubrimiento en lecho fluidizado, enfriamiento tras atomizacion (spray

chilling), disco giratorio con orificios multiples secado por atomizacion (spray drying).

e Procesos fisicoquimicos de microencapsulacion: Cocristalizacion, Coacervacion simple y

coacervacion compleja (Chong et al., 2014).

2.2.9.2. Microencapsulacion por spray drying

Es uno proceso antiguo usado para encapsular agentes activos; este proceso transforma una
emulsion, una suspension, una disolucion o una dispersion liquida en un producto estable y seco.

Consta de tres etapas:

Etapa 1: Por medio de una bomba se introduce el liquido (vehiculo, ingrediente activo y

encapsulante) en el equipo y se atomiza.

Etapa 2: Por medio de una corriente de aire caliente se elimina el disolvente lo que ocasiona que
las particulas atomizadas se deshidraten rapidamente y dentro de las gotas se atrapen las

moléculas del principio.

Etapa 3: Al final seran recogidos en vasos o recipientes serados de los compartimientos de

depositos de particulas del equipo.

Si se trabaja con las condiciones apropiadas (peso molecular de las moléculas a encapsular, matriz
de encapsulacion, temperatura de secado, entre otras) se lograra un secado eficaz y la detencion
del principio activo; también, los inferiores tiempos que emplea y el resultado del refrigerador
debido a la evaporacion, posibilitan trabajar efectivamente con productos impresionables a la

temperatura (compuestos volatiles).

Variables del proceso de spray drying

e En el caso de una boquilla de dos fluidos es regulado por medio de una bomba peristaltica al

caudal de liquido que entra.
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e El caudal de aire de atomizacion entregado por un compresor. El caudal de aire usa una

boquilla de entrambas de flujos y afecta a la atomizacion.

e Temperatura y humedad del aire de ingreso al rulo de atomizacion. Esta temperatura se puede

vigilar mediante la resistencia eléctrica del equipo.

e La atribucidon de cada acople de estas variables en el secado por atomizaciéon perturbara la
humedad final del producto, el provecho de produccion, la temperatura de subterfugio y el
volumen de particula.

Ventajas de la microencapsulacion por spray drying

e Los productos farmacéuticos, biologicos y alimentos sensibles al calor se pueden secar a

presiones atmosféricas y a bajas temperaturas en algunos casos se emplea la atmosfera inerte.

e Con equipos relativamente simples en una operacion continua se puede producir grandes

cantidades de solidos deshidratados esto permite el secado por atomizacion.

e Produce particulas esféricas y uniformes de la misma proporcion de compuestos que la

alimentacion liquida (Mujumdar, 2002).
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CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacion

La investigacion es cuantitativa, ya que tiene una secuencia y se realiza por fases, sabiendo que
cada una precede a la siguiente (Salamanca, 2013). Entonces para la evaluacion del extracto y
microencapsulado de hojas y frutos del mortifio se compone de una sucesion de etapas ordenadas
logicamente, la cual se constituye en la caracterizacion de la materia prima, usando métodos como
la determinacion de humedad, pH, acidez, solidos totales, capacidad antioxidante, asi como la

cuantificacion de fenoles y flavonoides (Burneo, 2018).

3.2. Alcance de Investigacion

Esta investigacion es de caracter explicativo y experimental ya que establece las técnicas o los
métodos mas viables para la extraccion de los frutos y las hojas del mortifio, con ello se evaluo
cual es el extracto de mejor concentracion, la capacidad antioxidante y la concentracion de fenoles
y flavonoides. Dejando como base para investigaciones posteriores o ver si el fendmeno

observado puede explicarse mediante una teoria ya existente (Bastis, 2020).

3.3. Diseiio de la investigaciéon
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EXTRACTO DE LAS HOJAS Y
EL FRUTO DEL MORTINO

. . ) > INVESTIGACION
Problema: ;Se logrard optimizar el procese global de obtencién de
extractos y mejorar sus valores cuantificables mediante la evaluacién
de las diferentes operaciones unitarias de extraccion
Hojas y fruto del
mortifio
o
<2 N
Concentraciénde | (D Variables
Etanol independientes
Tempe de
Operacionalizacién O
L i Operaciones Cc Lavado
Unitarias Secado
Molienda
O Maceracién
Extractos Filtracién
TS Extraccion
Evaporacion > EXPERIMENTAL

Tamizaje fitoquimico

2

Determinacién de Flavonoides Totales

2

[ Determinacidn del Contenido fendlico total ]

<

Microencapsulacién

Iustracion 1-3: Representacion esquematica del disefio de investigacion

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

3.3.1. Diseiio del tratamiento experimental
En la ilustracion 2-3 se representa el diagrama de bloques del proceso de obtencion del extracto

de frutas y hojas del mortifio con el fin de reducir la variabilidad experimental y aumentar la

precision en la estimacion de los efectos de los tratamientos o variables independientes.
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Filtracién
Evaporacidn
Microencapsulacién
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MUESTRA 1 Primera Maceraciin 48 hJ
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/
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/ MUESTRA 2 Primera Maceracidn 48 b ]
50% Etanol — 50% Agua \>
// Destilada _’l Segunds Maceracién 48 h
Proceso de
Obtencidn \
MUESTRA 3 /{ Primera Maceracién 4% h }\\

Filtracién
Evaporacion
Microencapsulacién

\ 80% Etanol — 20% Agua
\ Destilada \Lkgumh Maceracidn 48 h ]/"

Filtracién
Evaporacién
Microencapsulacién

e

Primera Maceracidn 48 h )
MUESTRA 4 \>

100% Etanol \[ Segunda Maceracidn 48 h }/

Filtracion
Evaporaciin
Microencapsulacién

.

Iustracion 2-3: Representacion esquematica del disefio experimental de la investigacion

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

3.4. Tipo de estudio

Esta investigacion es de campo y transversal ya que se recolectaron datos durante el desarrollo
del estudio para comprender e identificar correctamente los cambios asociados a la investigacion.
Es necesario aplicar el procedimiento cientifico para obtener nuevos datos para determinar el
mejor extracto de las hojas y fruto del mortino (Vaccinium floribundum kunth), la capacidad

antioxidante y la concentracion de fenoles y flavonoides, mediante la microencapsulacion por

spray drying.

3.5. Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.5.1. Equiposy materiales

3.5.1.1. Materia prima

e Hojas de mortifio

e Frutos de mortifio
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3.5.1.2. Material de laboratorio

Botellas ambar (1000 y 8 ml)

e Probetas (1000 y 100 ml)

e Embudos de vidrio

e Vasos de precipitacion (1000, 250, 100 y 20ml)
e Kitasatos

e Baldn de aforo de 1000 ml

¢ Gotero

e Papel filtro

¢ Papel aluminio

3.5.1.3. Reactivos
e Agua destilada
e Hipoclorito de sodio al 5%

e FEtanol al 96%

3.5.1.4. Equipos de laboratorio

Rotavapor

e Balanza analitica

e Bafio maria ultrasonico sonificador (SONICA ULTRASONIC CLEANER Sweep System)
e Refrigerador

e Molino (Thomas)

e Estufa

e Trituradora

e Estufa con circulacion de aire forzada

3.5.2. Técnicas

3.5.2.1. Recoleccion de la materia prima

Las hojas y frutos del mortifio fueron recolectadas de 5 arbustos diferentes, en el cantdn Sigchos

provincia de Cotopaxi en la Comunidad de Hierba Buena, coordenadas 0°44'14.9"S

78°51'04.0"W. La materia prima fue recolectada de manera cuidadosa, antes de su
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almacenamiento se realizo un control de calidad, en donde se descartaron las hojas y frutos que
tenian dafios y no eran aptas para su almacenaje, después del control de calidad, las hojas y frutos
de mejor calidad fueron almacenadas en bolsas ziploc para ser trasladada y guardadas en el
laboratorio de fisico-quimica de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Hustracion 3-3: Mortifio (Vaccinium floribundum kunth)

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

3.5.2.2. Preparacion de la materia prima

Recepcidn de materia prima (hojas y frutos de mortifio)

Seleccionar las hojas y frutos de calidad

Desinfectar por 5 min en una mezcla de 1000 ml de
agua destilada y 20 ml de hipoclorito de sodio al 5%

Enguagar con abundante agua

Para las hojas dejar secar en una estufa a 40°C durante 4
dias

Para los frutos dejar secar en una estufa a 50°C durante
10 dias

Triturar las hojas y frutos mediante el uso de un molino

Alamacenar en fundas ziplox

AN D

Ilustracion 4-3: Representacion esquematica de la preparacion de la materia prima

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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3.5.2.3. Obtencion de los extractos de hojas y frutos del mortifio

e Maceracion

Pesar las 5 muestras de hojas y fruos de mortifio molido y dividir
cada muestra para 4 extractos, con el fin obtener 20 extractos de
hojas y 20 extractos de frutos

Preparar las siguientes soluciones:
20% E:80% H,0O
50% E:50% H,O
80% E:20% H,0
100% E

Calcular el volumen necesario con la siguiente formula:

C1V1=C2V2
—_ C2V2
T C1

Para la maceracion usar la proporcion 1g:10ml (1 g de muestra:
10 ml de solucion)

Etiquetar las botellas ambar especificando el nUmero de muestra,
de extracto y porcentaje de solucién

Colocar 10g de cada muestra en 4 botellar ambar de 1000 ml
usando la solucion que corresponde a la etiqueta.

Dejar macerar por 48 horas en refrigeracion

Iustracion 5-3: Representacion esquematica de la maceracion

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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e Obtencion del extracto

Una vez pasado el tiempo de maceracién filtrar

Emplear el metodo de filtracion simple

Emplear una segunda maceracion con los reciduos
obtenidos de la filtracion durante un tiempo de 48 horas

Realizar la destilacion mediante el uso del rotavapor a 40°
C

Esperar un tiempo aproximado de 20 - 30 min por cada
extracto

Almacenar los extractos en botellas ambar de 8 mi

Evaporar el etanol en exceso metiante el uso de los
equipos como bafio maria o estufa con circulacion de aire

D

Iustracion 6-3: Representacion esquematica de la obtencion del extracto

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

e Calculo de rendimiento

Promedio de los envases vacios

59,23 + 59,49 + 59,12
3
x =593

X =

El rendimiento de los extractos de hojas y frutos de mortifio se determind mediante la ecuacion

1, citada por Gonelimali et al., (2018).
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x
%URendimiento = x—l x 100
0

En donde:

x1 = Peso del extracto después de la evaporacion del solvente

xo= Peso seco del polvo vegetal antes de la extraccion
3.5.2.4. Tamizaje fitoquimico

e Prueba de Sudan: Permite la deteccion de compuestos grasos. Para esto, se mezclan 5 mL
del extracto con 1 mL del reactivo Sudan III o Sudan I'V. La combinacion se calienta hasta que el
solvente se evapore completamente. Se considera que hay compuestos grasos presentes si se

observan gotas o una capa roja en el liquido o en las paredes del tubo de ensayo (Jiménez et al., 2019).

e Prueba de resina: Este tipo de prueba nos ayuda a identificar la presencia de resinas en los
extractos. Para realizar esta prueba se debe agregar 2ml de la solucion alcohdlica mas 10ml de
agua destilada. Para determinar si el ensayo es positivo se debera observar la aparicion de

precipitados (Bedén et al., 2020).

e Prueba de saponinas: Para esta prueba es necesario agitar fuertemente la solucion acuosa en
un tubo de ensayo, que ha sido obtenida del extracto etanélico total, observando si al momento
de agitar se forma una espuma. Para que el resultado sea positivo o establecer que existe presencia

de saponinas, la espuma debe permanecer estable por al menos media hora (Carvajal et al., 2008).

e Prueba de Cloruro Férrico (FeCl3): Permite identificar la existencia de compuestos
fenolicos y/o taninos en una muestra. Tomar un pequefio volumen del extracto alcohdlico y afiadir
entre 2 y 3 gotas del reactivo de cloruro férrico. Un resultado positivo puede indicar lo siguiente
de manera general: Se produce una coloracion rojo-vino, lo que sugiere la presencia de
compuestos fendlicos en general. Se genera una coloracion verde intensa, lo que apunta a la
existencia de taninos del tipo pirocatecol. Y se observa una coloracion azul, lo que sefiala la

presencia de taninos del tipo pirogalotanino (Bedon et al., 2020).

e Prueba de Dragendorff: Esta prueba determina la existencia de alcaloides en la muestra. Se
toma una porcion del extracto y se calienta a bafio maria, luego se agrega acido clorhidrico al 1%
al residuo. A esta mezcla acida se afiaden 3 gotas del reactivo Dragendorff. La aparicion de

opacidad, turbidez o precipitado se considera un resultado positivo (Jiménez et al., 2019).
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e Prueba de Shinoda: Esta prueba nos permite reconocer la presencia de flavonoides presentes
en un extracto y para que este sea positivo el alcohol amilico debe tornarse de color amarillo,

naranja, carmelina o rojo (Bedon et al., 2020).

e Prueba de Mayer: El proceso es similar al ensayo de Dragendorff hasta que se obtenga una
solucion acida. Se agrega una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agita y filtra. Finalmente, se
afladen de 2 a 3 gotas del reactivo de Mayer. La aparicion de opacidad, turbidez o precipitado se

considera positiva (Jiménez et al., 2019).

e Prueba de Wagner: Esta prueba nos permite reconocer la presencia de alcaloides en un
extracto. Siguiendo un proceso similar al ensayo de Dragendorff hasta la formacion de la solucion
acida, se agregan 3 gotas del reactivo Wagner. La presencia de opacidad, turbidez o precipitado

se considera un resultado positivo (Jiménez et al., 2019).

e Prueba de Liebermann-Burchard: Esta prueba evalua la existencia de triterpenos y/o
esteroides. Se evapora el solvente en un bafio de maria y se afiade 1 mL de anhidrido acético.
Luego, se agregan de 2 a 3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. Se considera positiva

si se produce un cambio de color (Jiménez et al., 2019).

e Prueba de Borntrager: Sirve para detectar quinonas. Se evapora el solvente del extracto en
un bafio de maria. Se anade 1 ml de NaOH o KOH, se agita y se permite que las fases se separen.

Se considera positivo si se observa una coloracion rosa o rojiza (Jiménez et al., 2019).

e Prueba de Fehling: Identifica azicares reductores Se agrega 1-2 mL de agua a la muestra,
seguido por 2 mL del reactivo, y se calienta en un bafio de maria durante 5 a 10 minutos. Luego
se agregan 3 gotas de la solucion A y 3 gotas de la solucion B. Se considera positivo si la

coloracion se vuelve roja (Jiménez et al., 2019).

e Prueba de Baljet: Esta pruecba nos ayuda a identificar la presencia de lactonas y cumarinas
en los extractos, para ello se debe tomar un tubo de ensayo en el cual el solvente ya debe estar
evaporado previamente. Después se debera hacer una disolucion del residuo con 1ml de etanol al
96%, seguidamente se le agrega 1ml de reactivo de Baljet A y B, para considerar si la prueba es
positiva se obtendra una aparicion de precipitados o se tornara de color rojo, con una leyenda de
(++ y +++), de acuerdo con la presencia de lactonas y cumarinas respectivamente (Bedén et al.,

2020).
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e Prueba de Antocianidina: Esta prueba nos ayuda a reconocer la cantidad de antocianos
presentes en un extracto, para realizar esta prueba se debe colocar Iml de HCI concentrado para
luego calentarlo durante 10min, y esperar a que se enfrié. Una vez enfriada la muestra se procede
a colocar 1ml de agua destilada y 1ml de alcohol amilico. Para determinar si el ensayo es positivo

se debera notar una presencia de color rojo a marréon en la fase amilica (Bedén et al., 2020).

e Prueba de Ninhidrina: Posibilita la deteccion de aminoacidos en un fragmento. Se toma una
pequefia porcion del extracto alcohdlico y se combina con 2 ml de una solucion al 2% de
ninhidrina, luego se procede a aplicar calor. La combinacion se calienta durante 5-10 minutos
mediante un bafo maria. El resultado se considera positivo si se genera una tonalidad violacea de

color azul (Bedén et al., 2020).

e Prueba de mucilagos: Facilita la identificacion de mucilagos en un extracto. Se obtiene una
porcion medida del extracto en base acuosa y se introduce en un tubo de ensayo. La temperatura
del extracto se registra utilizando un termometro digital. Luego, se permite que la temperatura del
extracto disminuya hasta alcanzar los 5 o 0°C. Para confirmar la presencia de mucilagos en la

muestra, se debe observar la aparicion de una textura gelatinosa (Bedén et al., 2020).

Tabla 1-3: Leyenda para observar la concentracién de metabolitos secundarios de hojas y frutos

del mortifio
Valoracién Concentracion
(Coloracion y precipitado)

Presencia abundante Abundante (+++)
Presencia moderada Moderado (++)
Presencia leve Leve (1)
No existe presencia Nulo (-)
No se realizaron pruebas NP

Fuente: (Carcelén, 2022)
Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

3.5.2.5. Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales en los extractos seran cuantificados empleando un método de tipo
colorimétrico. En un pocillo de una placa de 96 pocillos, se combinara una pequefia porcion de
30 pL de la solucion de muestra previamente diluida con 180 pL de agua destilada.

Posteriormente, se afiadiran 10 uL. de una solucién al 5% de NaNO2 (Zou et al., 2011).
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Luego de transcurrir un lapso de 6 minutos, se incorporardn 20 puL de una solucidn al 10% de
AICI3 y se dejara reposar durante otros 6 minutos. Después, se afiadiran 60 pL de una solucion al
4% de NaOH a la mezcla y se permitira que repose por 15 minutos adicionales. La absorbancia
de la mezcla ser4 evaluada a una longitud de onda de 510 nm en comparaciéon con un blanco de
agua que habrd sido preparado, empleando un lector de microplacas. Con el proposito de
cuantificar los flavonoides totales, se empleara la (p)-catequina como compuesto de referencia.
Todos los resultados seran expresados en miligramos de equivalentes de catequina por cada gramo

de muestra (mg CE/g de muestra) (Zou et al., 2011).

3.5.2.6. Determinacion del contenido fendlico total (TPC)

El contenido total de fenoles de todas las muestras serda evaluado mediante el método Folin-
Ciocalteu, utilizando el acido galico como patrén estandar de compuestos fenolicos. En resumen,
las muestras (50 mg) se disolveran en 5 mL de metanol al 50%, y 5 pL de extractos diluidos o
soluciones estandar de acido galico (31,25, 62,5, 125, 250, 500 y 1000 pg/mL) se mezclaran con
195 pL de agua destilada en un pocillo de una placa de 96 pocillos. A continuacion, se afiadiran
25 pL de la solucion del reactivo Folin-Ciocalteu. Tras 6 minutos, se agregaran 75 puL de una
solucion al 7% de Na2CO3 y se mezclaran suavemente. La mezcla resultante se mantendra en la
oscuridad durante 2 horas y se medira su absorbancia a 765 nm en comparacion con una solucion
en blanco, preparada como se indico previamente, reemplazando la solucion de extracto por 5 puL.
de agua. Se utilizard un lector de microplacas para esta medicion. El contenido total de fenoles se

expresara en miligramos de equivalentes de acido galico (mg GAE/g) (Zou et al., 2011).

Para evaluar la absorbancia de cada fraccion a 765 nm después de reaccionar con el reactivo
Folin-Ciocalteu, se seguira el procedimiento mencionado anteriormente, con la excepcion de que
se mezclaran 40 pL de fracciones y 160 ul. de agua en un pocillo, y se construira la curva de

elucidn trazando la absorbancia a 765 nm frente al nimero de fracciones (Zou et al., 2011).

Se empled el método de tricloruro de aluminio en un extracto hidroalcohdlico liofilizado para
determinar la cantidad total de flavonoides. Primero, se preparé una solucion de 1000 ppm del

extracto liofilizado y se tomaron lecturas de las muestras preparadas en triplicado.

3.5.2.7. Determinacion de la actividad antioxidante
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La capacidad de los extractos y fracciones para neutralizar radicales se evaluara utilizando el
método de Brand-Williams contra el radical libre DPPH. Se afiadiran 10 pL de la muestra
debidamente diluida o de la solucion de Trolox diluida (31,25, 62,5, 125, 250, 500, 750 y 1000
uM) a 190 pL de una solucion de DPPH (con una concentracién final de 0,1 mM en metanol) en
un pocillo de una placa de 96 pocillos. La mezcla se agitard suavemente y se permitird que repose
a temperatura ambiente, en la oscuridad, durante 30 minutos. Luego, se medira la absorbancia a
517 nm en comparacion con el metanol utilizando un lector de microplacas. La capacidad de los
extractos para neutralizar el radical DPPH se calculara utilizando una curva estandar de Trolox y
se expresara en micromoles de equivalentes de Trolox (TE) por cada gramo de muestra (pmol

TE/g) (Zou et al., 2011).

3.5.2.8. Microencapsulacion

Se llevara a cabo el procedimiento de microencapsulacion del extracto vegetal acuoso, el cual
contiene flavonoides y fenoles, utilizando un mini Spray Dryer. Para la creacion del
microencapsulado, se empleara maltodextrina en una proporcion de 70:30 en términos de peso en
relacion con el contenido de s6lidos del extracto acuoso. Se combinaran 100 ml del extracto, que
contiene 7,94 g de sélidos, con 18,52 g de maltodextrina, y se mezclaran a 50 °C en una placa de
calentamiento a 500 revoluciones por minuto para lograr una homogeneizacion adecuada.
Después de este paso, la mezcla resultante de cada extracto se introducira en el Spray Dryer para
dar inicio al proceso de microencapsulacion en la camara caliente a una temperatura de 160 °C.
Esto permitird que el material encapsulante se integre con las particulas del compuesto y que

posteriormente se solidifiquen (Jyothi et al., 2010).

3.5.3. Anadlisis estadistico de varianza ANOVA

El analisis de la varianza (ANOVA) es una técnica estadistica utilizada para comparar las medias
de tres 0 mas grupos y determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes extractos o métodos, flavonoides, fenoles, capacidad antioxidante o
microencapsulacion en términos de sus efectos sobre las propiedades o componentes de interés
en las hojas y frutos del mortifio. Esto permite identificar los tratamientos mas efectivos o

potencialmente beneficiosos para futuras aplicaciones o investigaciones.
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4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

CAPITULO IV

4.1. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

4.1.1. Rendimiento en porcentaje de los extractos

Tabla 1-4: Resultados en porcentaje del rendimiento de los extractos del fruto del mortifio

, MUESTRA
EXTRACTO | CONCENTRACION
1 2 3 4 5
1 20% E —80% H>O 36,00 29,90 36,70 31,40 25,70
21 50%E-50% HO 43,40 43,20 36,40 36,70 33,90
3 80% E —20% H>0 49,10 34,40 42,10 47,20 42,90
4 100% E 28,90 40,40 37,20 34,40 27,80

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Tabla 2-4: Resultados en porcentaje del rendimiento de los extractos de la hoja del mortifio

, MUESTRA
EXTRACTO | CONCENTRACION
1 2 3 4 5
1 20% E —80% H>O 17,70 22,67 1,4 14,2 16,6
21 50%E-50% H,O 22,40 26,33 23,2 21,8 28,9
3 80% E —20% H.O 24,10 29,89 20,1 13,7 21,8
4 100% E 13,00 14,56 17,5 11,5 17,8

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

El rendimiento obtenido para la extraccion de las hojas mediante un método hidroalcohdlico fue

de 29,89%, mientras que para los frutos se realiz6 mediante el método de extraccion en donde se

alcanzo el 49,1%, tal como se presenta en las tablas 1 — 4 y 2 - 4. Conforme a la aportacion de

Soto-Garcia y Rosales-Castro, (2016), el rendimiento de un proceso de extraccion esta

mayormente influenciado por la polaridad del solvente, la composicion quimica de los elementos

a extraer, el tamafio molecular, asi como por factores como la temperatura, la dimension de las

particulas, el tiempo de interaccion con el solvente, la relacion entre el solvente y la masa, y la

concentracion del solvente.
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4.1.2. Determinacion de metabolitos secundarios

4.1.2.1. Tamizaje fitoquimico

En el proceso de detectar los metabolitos secundarios presentes en los extractos de hojas y frutos
(por separado) de la planta de Mortifio (Vaccinum floribundum Kunth) en sus formas alcohélicas,
se llevaron a cabo experimentos en los cuales se evaluo la presencia o ausencia de distintas
sustancias quimicas. Estos ensayos se centraron en observar las reacciones de cambio de color y
formacion de precipitados como indicadores clave. Los resultados obtenidos de la identificacion

de metabolitos secundarios se encuentran detallados en las siguientes tablas:

Tabla 3-4: Resultados de tamizaje fitoquimico frutos del mortifio

EXTRACTO — CONCENTRACION
ENSAYOS 1 2 3 4
20% E - 80% H20 | 50% E —50% H20 | 80% E —20% H20 100% E
RESINA - - - -
SAPONINA + + + -
FEHLING + + + +
Fe CI3 + + + +
SHINODA + - +++ -
WAGNER - - - +
MAYER + + - +
DRAGENDORFF - - - ++
LIBERMANN —
+ + + +
BUCHARL
BALJET - - - -
ANTOCIANIDINA + + + +
NINHIDRINA - - - -
MUCILAGOS - NP NP NP
BORNTRAGER - - - -
Leyenda: Abundante (+++), Medio (++), Leve (+), Nulo (-), No se realizaron pruecbas (NP)

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En los ensayos de tamizaje fitoquimico para los frutos encontrados en la tabla 3 - 4 demuestra que
en el extracto uno con concentracion (80% E: 20% H2O destilada) se encuentra con mayores
resultados el Shinoda que demuestra que tiene elevada presencia de flavonoides en el extracto, en
cambio para el extracto dos y tres a concentraciones (50% E:50% H20) y (20% E:80% H20)
respectivamente no se encuentra ningln resultado elevado o inferior a lo establecido, por otra
parte el extracto cuatro con una concentracion al 100% E, se encuentra resultados elevado en

dragendorff lo que indica la elevada presencia de alcaloides.
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Los resultados obtenidos en los ensayos de tamizaje fitoquimico para las frutas, como se presenta
en latabla 3 - 4, ofrecen una perspectiva interesante sobre la composicion quimica de los extractos
a diferentes concentraciones de solventes. Estos resultados resaltan la importancia de la seleccion

de solventes y su influencia en la extraccion de diversos grupos de compuestos.

El extracto uno, preparado con una concentracion de 80% de etanol y 20% de agua destilada,
reveld mayores resultados en el ensayo de Shinoda. Este hallazgo sugiere que este extracto
contiene una cantidad significativa de flavonoides. Los flavonoides son un grupo de compuestos
fitoquimicos conocidos por su diversidad de propiedades beneficiosas para la salud, incluyendo
sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Kumar & Pandey, 2013; Calderén-Montaiio et al., 2011).
Estos resultados se respaldan con la investigacion de Gonelimali et al. (2018), donde se indica
que la concentracion de solventes puede influir en la capacidad de extraccion de compuestos

especificos.

En contraste, los extractos dos y tres, obtenidos con concentraciones de 50% de etanol y 50% de
agua destilada, y 80% de agua destilada y 20% de etanol respectivamente, no demostraron
resultados elevados ni inferiores en comparacion con los estandares establecidos en los ensayos
de tamizaje fitoquimico. Esto sugiere que estas concentraciones de solventes no estan
favoreciendo la extraccion de compuestos especificos en cantidades relevantes en estos extractos.
Esto puede deberse a las propiedades de solubilidad y polaridad de los solventes, lo que influye

en la capacidad de extraccion de ciertos compuestos quimicos (Baskin & Baskin, 2019; Saini et al., 2016).

Por otro lado, el extracto cuatro, preparado con una concentracion al 100% de etanol, mostrd
resultados elevados en el ensayo de Dragendorff. Este resultado es un indicativo de la elevada
presencia de alcaloides en este extracto. Los alcaloides son compuestos quimicos naturales con
una amplia variedad de propiedades farmacoldgicas y bioldgicas (Fuentes et al., 2020; Rahmani et al.,
2014). Este resultado subraya la influencia de la concentracion del solvente en la extraccion

selectiva de compuestos especificos, en este caso, alcaloides.

Tabla 4-4: Resultados de tamizaje fitoquimico de hojas de mortifio

EXTRACTO — CONCENTRACION

ENSAYOS 1 2 3 4
20% E - 80% H20 | 50% E - 50% H20 | 80% E —20% H20 100% E

RESINA - - - -

SAPONINA + + + -

FEHLING + + + +

Fe CI13 + + + +

SHINODA - + + -




WAGNER +++ + + +++
MAYER - - - -
DRAGENDORFF - - - -
LIBERMANN -
+ + + +
BUCHARL
BALJET - - - -
ANTOCIANIDINA + + + +
NINHIDRINA - - - -
MUCILAGOS - NP NP NP
BORNTRAGER + ++ + +
Leyenda: Abundante (+++), Medio (++), Leve (+), Nulo (-), No se realizaron pruecbas (NP)

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En los ensayos de tamizaje fitoquimico para las hojas encontrados en la tabla 4 - 4 se demuestra
que en el extracto uno, preparado con una concentracion de 80% de etanol y 20% de agua
destilada, revelaron que no se observan niveles significativamente elevados ni inferiores en
comparacion con los estandares establecidos. Esto sugiere que la combinacion de solventes
utilizada en este caso no es Optima para la extraccion eficiente de quinonas ni alcaloides. Estos
resultados concuerdan con investigaciones realizadas por (Gonelimali et al. 2018) que han
demostrado que la seleccion del solvente puede tener un impacto directo en la eficacia de la

extraccion de ciertos compuestos

Por otra parte, el extracto dos obtenido con una concentracion de 50% de etanol y 50% de agua
destilada, exhibio mayores resultados en el ensayo de Borntrager. Esta observacion indica que
esta concentracion de solventes es mas propicia para extraer quinonas, ya que se encontrd un valor
superior en comparacion con el extracto uno. Este resultado estd respaldado por las
investigaciones de Gonelimali et al. (2018) que destaca como la composicion del solvente puede

afectar la capacidad de solubilizacion y extraccion de diferentes tipos de compuestos quimicos.

Mientras que para los extractos tres y cuatro, preparados con concentraciones diferentes (80%
agua destilada: 20% etanol y 100% etanol respectivamente), mostraron mayores resultados en el
analisis de Wagner. Este hallazgo es consistente con la idea de que estos solventes favorecen la
extraccion de alcaloides, ya que se encontr6 una mayor presencia de estas sustancias en
comparacion con los otros extractos. Investigaciones previas realizadas por (Zhang et al., 2018)
han sefialado cémo los solventes con polaridades particulares pueden tener afinidades especificas

para ciertas clases de compuestos quimicos, influyendo en los resultados de extraccion.
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4.1.2.2. Flavonoides totales

e Curva de calibracion utilizando como estandar catequina

En el estudio de regresion lineal se establecid la curva de calibracion promedio y se determind
los siguientes parametros: pendiente, ordenada de origen y coeficiente de correlacion R2.
Obteniendo como resultados un coeficiente de correlacion de 0,9252 demostrando asi que existid
una correlacion positiva fuerte entre la absorbancia determinada por el equipo y la concentracion
de catequina. En la grafica 1 — 4 se muestra la curva de calibracion promedio, la cual fue realizada
usando los datos de la tabla 5- 4, realizando asi la cuantificacion de contenido de flavonoides

totales para las muestras en estudio.

Tabla 5-4: Datos de cuantificacion de flavonoides totales por espectrometria

ESTANDARES ABSORBANCIAS
ppm (UA)
20 1,15
40 1,59
60 1,62
80 1,66
100 1,73

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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Grafico 1-4: Curva de calibracion utilizando como estandar catequina

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
33



e Cilculo de la concentracion de hojas y frutos del mortiiio

La concentracion de los extractos de hojas y frutos de mortifio se determind mediante la ecuacion

2, citada por Garcia.

En donde:

y = absorbancia
X = concentracion
m = coeficiente de excitacion

b=celda lcm

Tabla 6-4: Resultados de la concentracion de la cuantificacion de flavonoides totales de hojas y

frutos de mortifio

MUESTRA ABSORBANCIA FLAVONOIDES TOTALES
MI: H 1,57 46,34
M2: H 1,52 31,66
M3: H 1,56 44,78
M4: H 1,54 39,47
MI: F 1,60 57,91
M2: F 1,57 46,34
M3: F 1,49 21,97
M4: F 1,53 35,09

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En un estudio (Mayorga, 2012) se encontrd que habia 2179,21 mg de catequina por cada 100 g de
fruto, mientras que en otro estudio (Guerra, 2017) se encontrd una cantidad de 1298,54 + 6,36 mg
de catequina por cada 100 g de fruto. Al comparar estos resultados con los datos obtenidos en el
presente estudio (Tabla 6-4), se report6d un contenido de flavonoides totales de 57,90625 + 10mg
en el cual se determind que fue significativamente mas bajo que los registrados en otras
investigaciones. Es importante destacar que los flavonoides son compuestos que contribuyen al

color caracteristico de cada fruta (Ribeiro et al., 2001).
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En una investigacion previa realizada por (Jaakola y Hohtola, 2010) se examind como la altitud de las
ubicaciones afecta la produccion de flavonoides en las plantas. Segin esta investigacion, se
establecid que la cantidad de flavonoides tiende a aumentar en condiciones de mayor exposicion
a la luz solar, mientras que temperaturas mas altas pueden disminuir la presencia de estos
compuestos. Los frutos que mostraron los niveles mas altos de flavonoides totales provenian de
plantas expuestas al sol en comparacion con las de otras ubicaciones. Esto sugiere que la mayor
exposicion a la luz solar durante la maduracion de los frutos puede haber influido en los niveles
mas elevados de estos compuestos. Dado que la sintesis de flavonoides ocurre en las plantas
durante el proceso de fotosintesis, el cual esta vinculado a la luz solar, se necesita para transportar

los electrones generados a partir de aminoacidos y acetato (Martinez et al., 2002).

4.1.2.3. Fenoles totales

En el estudio de regresion lineal se establecio la curva de calibracion promedio del método
aplicado para fenoles totales y se determind los parametros estadisticos: pendiente, ordenada de
origen y coeficiente de correlacion R2. Los resultados de la curva de calibracion promedio
presento un coeficiente de correlacion (R2) para el ajuste lineal de 0,9989, concluyendo que existe
una alta correlacion lineal entre la absorbancia y la concentracion medida en el laboratorio.
Indicando asi la existencia de una correlacion lineal significativa entre la absorbancia medida por
el equipo y la concentracion del acido galico. En la grafica 2 - 4 se presenta la curva de calibracion
promedio, de la cual se realiz6 la cuantificacion de contenido fenoélico total para todas las muestras

de este estudio.
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Grifico 2-4: Curva de calibracion de fenoles

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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Se realizo un analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de fenoles totales en cada
tratamiento el mismo que permitié corroborar la existencia de diferencias significativas entre las

muestras estudiadas, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 7-4.

Tabla 7-4: Extractos de mayor concentracion de fenoles en fruto del mortifio

] CONCENTRACION
CONCENTRACION MUESTRA ABSORBANCIA
EN 4UL
20% E — 80% H,0 ELF 0,191 28,888
50% E — 50% H>O E2F 0,29 65,556
80% E —20% H,O E3F 0,163 18,519
100% E E4F 0,272 58,889

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Tabla 8-4: Cuantificacion del contenido de fenoles totales de los frutos del mortifio

Promedio Valor
Origen de las Suma de Grados de
de los Fh P — valor critico
variaciones cuadrados libertad
cuadrados para F
CONCENTRACIONES 4105,45 3 1368,48 9,34 0,0005 3,12
ERROR 2782,78 19 146,46
TOTAL 6888,23 22
Region critica: (3.13, +o0), con un a del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En la tabla 8 — 4 se muestran los resultados del analisis de varianza un ANOVA para examinar los
niveles de fenoles totales en las hojas de mortifio, encontrandose diferencias altamente
significativas (p > 0,0001) en las cantidades de estos compuestos entre las muestras. Después, se
aplico la prueba de Tukey (0=0,05) para la comparacion de medias, garantizando un analisis con
un nivel de confianza del 95%. De acuerdo con los resultados obtenidos se acepta la hipotesis
alternativa, ya que fi = 8.184 cae dentro de la region critica, lo que lleva al rechazo de la hipotesis
nula (HO). Se concluye que al menos dos concentraciones son diferentes de etanol y agua destilada
producen medias distintas en el porcentaje de concentracion de fenoles en las hojas, lo que sugiere
una influencia del efecto de estas concentraciones en dicho porcentaje. Es por eso por lo que se
sugiere utilizar tanto una mezcla compuesta por un 50% E: 50% H20, como una solucion de 80%
E: 20% H»0, ya que ambas muestran resultados estadisticamente similares en cuanto al porcentaje
de concentracion de fenoles en la hoja. Para la seleccion entre ambas opciones, se puede
considerar la concentracion que produzca un promedio mas alto, siendo en este caso el extracto

50% E: 50% H>O.
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4.1.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que de manera segura interactan con los radicales libres,
deteniendo sus reacciones perjudiciales sobre las moléculas esenciales. En otras palabras,
disminuyen o desactivan la oxidacion de otras moléculas (Neha et al., 2019). Estos compuestos han
demostrado reducir la incidencia de afecciones como la diabetes, cancer, inflamacion,
enfermedades del higado y del corazén, el proceso de envejecimiento y enfermedades

neurodegenerativas (Neha et al., 2019).

De esta manera, se evaluo la capacidad antioxidante de los extractos de la especie V. floribundum
Kunth utilizando la técnica del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). En la tabla 9 - 4, se muestra
el porcentaje de inhibicion del DPPH de las muestras, calculado mediante la ecuacion, y se
presenta en umol de Equivalente Trolox por litro. Se observa que el extracto de hojas de mortifio

exhibe una mayor capacidad antioxidante en comparacion con el extracto de frutos.

iy s Am - Ab
% Inhibicion DPPH = [1 — (—)] x100
Ac - Ab

Tabla 9-4: Extractos con mayor concentracion de capacidad antioxidante de frutos de mortifio

Concentracion Muestra Absorbancia % Inhibicion DPPH
20% E — 80% H,O E1F 0,222 70,389
50% E - 50% H,O E2F 0,192 75,761
80% E —20% H,O E3F 0,247 65,910

100% E E4F 0,212 72,179

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Tabla 10-4: Extractos con mayor % inhibicion DPPH en las hojas del mortifio

Concentracion Muestra Absorbancia % Inhibiciéon DPPH
20% E — 80% H>O E1H 0,123 88,119
50% E - 50% H>O E2H 0,136 85,791
80% E —20% H,O E3H 0,13 86,865

100% E E4H 0,119 88,835

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Se aconseja utiliza la solucion de solventes al 20%E:80%H20, una solucion de solventes al
80%E:20%H20 y solucion de solventes al 100% E, puesto que estos tres generan medias iguales

estadisticamente en el % de Inhibicion DPPH en la Hoja. Para escoger uno de los tres, podriamos
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fijarnos en la concentracion que genere la mayor media (maximice), que en este caso es la

concentracion de etanol a un 100%.

Tabla 11-4: Capacidad antioxidante de las matrices vegetales

Concentracion pmol
Matriz vegetal % de Inhibicion DPPH
Equivalente Trolox/L
Fruto 72,179 £ 0, 212 404,072
Hoja 88,836+ 0, 119 498,819

Se aconseja utilizar la concentracion a un 80% etanol: 20% agua, concentracion de etanol a un 50% agua: 50%
etanol y concentracion de etanol al 100%, puesto que estos tres generan medias iguales estadisticamente. Para
escoger uno de los tres, se podria observar el extracto que genere la mayor media en porcentaje de inhibicion DPPH,

que en este caso es el que tiene concentracion de 50% etanol: 50% agua.

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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Grafico 3-4: Curva de calibracion de Trolox en % de inhibicion de DPPH

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En la grafica 3 — 4 se muestra el analisis de regresion lineal, en donde, se obtuvo la curva de
calibracion promedio y se calcularon los parametros estadisticos, incluyendo la pendiente, la
ordenada de origen y el coeficiente de correlacion (R?). Obteniendo como resultado un coeficiente
de correlacion de 0, 9958 demostrandose la correlacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion de trolox medida en el laboratorio. En la grafica 3 — 4 se muestra la curva de
calibracion promedio con la cual se realizd la cuantificacion de contenido de capacidad
antioxidante. La curva de calibracion promedio del contenido de capacidad antioxidante garantiza
que la linea trazada a partir de los datos experimentales se ajuste adecuadamente al modelo
matematico de la ecuacion. Se calculan la ordenada de origen, la pendiente y el coeficiente de

determinacion para obtener un nivel de precision y confiabilidad estadistica (Dosal et al, 2008).
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4.1.4. Microencapsulacion por el método de spray drying

4.14.1. Fenoles totales del fruto

En el estudio de regresion lineal se establecid la curva de calibracion promedio del método
aplicado para fenoles totales y se determind los parametros estadisticos: pendiente, ordenada de
origen y coeficiente de correlacion R% Los resultados de la curva de calibracion promedio
presento un coeficiente de correlacion (R?) para el ajuste lineal de 0,9989, concluyendo que existe
una alta correlacion lineal entre la absorbancia y la concentracion medida en el laboratorio.
Indicando asi la existencia de una correlacion lineal significativa entre la absorbancia medida por
el equipo y la concentracion del acido galico. En la grafica 4-4 se presenta la curva de calibracion
promedio, de la cual se realizo la cuantificacion de contenido fenolico total para todas las muestras

de este estudio.
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Grafico 4-4: Curva de calibracion promedio de fenoles totales

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
Se realizo un analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de fenoles totales en cada
tratamiento el mismo que permitié corroborar la existencia de diferencias significativas entre las

muestras estudiadas, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 13-4.

Tabla 12-4: Extractos con mayor concentracion de fenoles en el fruto del mortifio
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Concentracion de
Concentracion Muestra Absorbancia tul
u
20% E — 80% H;0 E1F 0,18 24,81
50% E - 50% H,0O E2F 0,23 44,81
80% E —20% H,O E3F 0,16 18,89
100% E E4F 0,22 37,78
Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
Tabla 13-4: Analisis de varianzas ANOVA de concentracion de fenoles totales
FV SC GL CM fx valor — p
CONCENTRACIONES 2805,12 3,00 935,04 44,18 5,22x10%°
ERROR 423,41 20,00 21,17
TOTAL 3228,53 23,00

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En la tabla 13-4 se presenta el analisis de varianza de fenoles totales del fruto del mortifio,
encontrandose diferencias altamente significativas con un valor de p<0,0001 entre la cantidad de
fenoles totales de las muestras, seguido al analisis de separacion de medias se empleo el test de
Tukey (0=0,05) correspondiente a un andlisis del 95% de certeza. los resultados presentados
indican que se acepta la hipdtesis alternativa, puesto que f, = 44.167 pertenece a la region critica,
se rechaza la hipdtesis nula h0, y se concluye que al menos 2 concentraciones de etanol y agua
generan medias diferentes en el % de concentracion de fenoles en el fruto, esto quiere decir que
el efecto de la concentracion de etanol y agua si influye en el % de concentracion de fenoles en
el fruto. Por esta razon, se recomienda emplear tanto una mezcla compuesta por un 50% E: 50%
H>O, como una concentracion 100% E, ya que ambas muestran resultados estadisticamente
idénticos en cuanto al porcentaje de concentracion de fenoles en el fruto. Para decidir entre ambas
alternativas, se puede considerar la concentracion que produzca un promedio mas alto, siendo en

este caso el extracto 50% E: 50% H»O la que posee mayor concentracion de fenoles.

4.1.4.2. Fenoles totales de las hojas

Se realizo un analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de fenoles totales en cada

tratamiento el mismo que permitioé corroborar la existencia de diferencias significativas entre las

muestras estudiadas, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 15 — 4.

Tabla 14-4: Extractos con mayor concentracion de fenoles en el fruto del mortifio
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Concentracion Muestra Absorbancia Concen::zllcién de
20% E — 80% H-O E1H 0,16 19,26
50% E - 50% H>O E2H 0,29 64,44
80% E —20% H,O E3H 0,22 37,78

100% E E4H 0,18 26,30

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Tabla 15-4: Analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de fenoles totales de las hojas

FV SC GL CM fx valor — p
CONCENTRACIONES 4145,19 3,00 1381,73 25,63 4,69x10°%
ERROR 1078,39 20,00 53,92
TOTAL 5223,58 23,00
Region critica = (3,098, +), con un o del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En la tabla 15 — 4 se presenta el analisis de varianza de fenoles totales de hojas del mortifio,
encontrandose diferencias altamente significativas con un valor de p>0,0001 entre la cantidad de
fenoles totales de las muestras, seguido al analisis de separacion de medias se empled el test de
Tukey (¢=0,05) correspondiente a un analisis del 95% de certeza. Los resultados presentados
indican que se acepta la hipdtesis alternativa, debido a que fu = 25.627 pertenece a la region
critica, se rechaza la hipotesis nula HO, y se concluye que al menos 2 concentraciones de Etanol
y Agua generan medias diferentes en el % de Concentracion de fenoles en las hojas, esto quiere
decir que el efecto de la concentracion de etanol y agua si influye en el % de concentracion de
fenoles en las hojas. Se aconseja utilizar la concentracion de etanol al 50% E: 50% H,O ya que

este es el que maximiza el % de concentracion de fenoles en la Hoja.

4.1.4.3. Capacidad antioxidante

En el estudio de regresion lineal se establecio la curva de calibracion promedio del método
aplicado para la capacidad antioxidante y se determino los parametros estadisticos: pendiente,
ordenada de origen y coeficiente de correlacion R2. En la grafica 5-4 se demuestra el coeficiente
de correlacion (R?) de 0,9958, demostrandose la correlacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion de Trolox. Concluyendo que existe una alta correlacion lineal entre la absorbancia

y la concentracion medida en el laboratorio.
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Grafico 5-4: Curva de calibracion del trolox en % de inhibiciéon de DPPH

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

4.1.4.4. Capacidad antioxidante en el fruto del mortifio
Se realizo un andlisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de capacidad antioxidante en
cada tratamiento el mismo que permitié corroborar la existencia de diferencias significativas entre

las muestras estudiadas, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 17— 4.

Tabla 16-4: Extractos con mayor % de inhibicion de DPPH en el fruto del mortifio

% de inhibicion de
Concentracion Muestra Absorbancia
DPPH
20% E — 80% H,0 E1F 0,154 15,185
50% E — 50% H,0 E2F 0,234 44,815
80% E —20% H,O E3F 0,18 24,815
100% E E4F 0,215 37,778

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Tabla 17-4: Analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de capacidad antioxidante del

fruto del mortifio

FV SC GL CM fx valor — p
CONCENTRACIONES 251,10 3,00 83,70 4,07 0,03
ERROR 411,58 20,00 20,58
TOTAL 662,064 23,00
Region critica = (3,0983, +o0), con un a del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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En la tabla anterior se presenta el analisis de varianza de capacidad antioxidante del fruto del
mortifo, encontrandose diferencias altamente significativas con un valor de p >0,0001 entre la
cantidad de fenoles totales de las muestras, seguido al andlisis de separacion de medias se empled
el test de Tukey (0=0,05) correspondiente a un analisis del 95% de certeza. Los resultados
presentados indican que se acepta la hipétesis alternativa, debido a que fy = 4.0677 pertenece a la
region critica, se rechaza la hipétesis nula HO, y se concluye que al menos 2 concentraciones
generan medias diferentes en el % de Inhibicion DPPH en el Fruto, esto quiere decir que el efecto
de la Concentracion de Etanol y Agua si influye en el % de Inhibicion del Fruto. Por lo que es
recomendable utilizar la concentracion de etanol a un 80%-agua a un 20%, concentracion de
etanol a un 50%-agua a un 50% y concentracion de etanol al 100%, puesto que estos tres generan
medias iguales estadisticamente en el % de Inhibicion DPPH en el fruto. Para escoger uno de los
tres, podriamos fijarnos en la concentracion que genere la mayor media (maximice), que en este

caso es la concentracion de etanol a un 100%.

4.1.4.5. Capacidad antioxidante en la hoja del mortiio

Se realizo un andlisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de capacidad antioxidante en
cada tratamiento el mismo que permiti6 corroborar la existencia de diferencias significativas entre

las muestras estudiadas, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 18 — 4.

Tabla 18-4: Extractos con mayor % de inhibicion de DPPH en hojas del mortifio

% de inhibicion de
Concentracion Muestra Absorbancia
DPPH
20% E — 80% H,O E1H 0,165 19,259
50% E — 50% H,O E2H 0,287 64,444
80% E —20% H,O E3H 0,215 37,778
100% E E4H 0,175 22,963

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Tabla 19-4: Analisis de varianza ANOVA sobre la concentracion de capacidad antioxidante de

las hojas del mortifio

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de "
F P-valor Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
CONCENTRACIONES 34,99 3,00 11,66 | 17,32 8,79x107
ERROR 13,47 20,00 0,67
TOTAL 48,46 23,00
Region critica = (3,098, +o0), con un a del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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En la tabla anterior se presenta el analisis de varianza de capacidad antioxidante de las hojas del
mortifo, encontrandose diferencias altamente significativas con un valor de p <0,0001 entre la
cantidad de fenoles totales de las muestras, seguido al analisis de separacion de medias se empled
el test de Tukey (0=0,05) correspondiente a un analisis del 95% de certeza. Los resultados
presentados indican que debido a que fy = 8.5905 pertenece a la Region Critica, se rechaza la
hipétesis nula HO, y se concluye que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes en el
% de Inhibicion DPPH en la Hoja, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion si influye
en el % de Inhibicion de la Hoja. Por lo que es recomendable utilizar la concentracion de etanol
a un 80%-agua a un 20%, concentracion de etanol a un 20%-agua a un 80% y concentracion de
etanol al 100%, puesto que estos tres generan medias iguales estadisticamente en el % de
Inhibicion DPPH en la Hoja. Para escoger uno de los tres, podriamos fijarnos en la concentracion

que genere la mayor media, que en este caso es la concentracion de etanol a un 100%.

4.1.5. Analisis estadistico

4.1.5.1. Fenoles

Tabla 20-4: ANOVA — Fenoles frutos

Origen de las Suma de Grados de Promedio de o
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Concentraciones 1874,668496 2 937,3342478 5,319111211
Error 2643,301326 15 176,2200884
Total 4517,969822 17
Region critica = (3.6823, +0), con un a del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Se realizd un test estadistico de ANOVA de los diferentes tratamientos aplicados a los extractos
tanto de hojas como de frutos para determinar si, fu= 5,319 pertenece a la Region Critica, se
rechaza la hipétesis nula HO, y se concluye que al menos 2 tratamientos generan medias
diferentes, esto quiere decir que el efecto de la concentracion de solventes si influye en el

porcentaje de concentracion de fenoles, como se pude observar en la tabla 20 — 4.
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4.1.5.2. Capacidad antioxidante frutos

Tabla 21-4: ANOVA — Capacidad antioxidante frutos

Origen de las Suma de Grados de Promedio de o
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Concentraciones 301,2911562 3 100,4303854 3,700901682
Error 542,7346848 20 27,13673424
Total 844,0258409 23
Region critica = (3.6823, +o0), con un a del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Se realizé un test estadistico de ANOVA de los diferentes tratamientos aplicados a los extractos
del fruto del mortifio para determinar el extracto con mejor capacidad antioxidante, se concluye,
que se rechaza la hipodtesis nula HO, puesto que fu = 3.7009 pertenece a la Region Critica,
determinando que al menos 2 tratamientos generan medias diferentes, esto quiere decir que el

efecto de la concentracion si influye en el % de Inhibicion de DPPH del fruto.

4.1.5.3. Capacidad antioxidante hojas

Tabla 22-4: ANOVA — Capacidad antioxidante hojas

Origen de las Suma de Grados de Promedio de o
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Concentraciones 301,2911562 3 100,4303854 3,700901682
Error 542,7346848 20 27,13673424
Total 844,0258409 23
Region critica = (3.6823, +o0), con un a del 5%

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

Se realizd un test estadistico de ANOVA de los diferentes tratamientos aplicados a los extractos
de las hojas del mortifio para determinar el extracto con mejor capacidad antioxidante, puesto que
fu = 8.5905 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipdtesis nula Ho, y se concluye que al
menos 2 tratamientos generan medias diferentes, esto quiere decir que el efecto de la

concentracion si influye en el % de Inhibicion de DPPH de las hojas.
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4.1.5.4. Microencapsulacion del fruto

e FKFenoles

Tabla 23-4: Prueba t para medias de dos muestras emparejadas — Frutos

50% E - 50% H20

50% E - 50% H20

Media 44,32098765 3777777778
Varianza 276,9638775 17,99725652
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,027978231
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5

Estadistico t

0,939533206

P(T<=t) una cola

0,195296141

Valor critico de t (una cola)

2,015048373

P(T<=t) dos colas

0,390592281

Valor critico de t (dos colas)

2,570581836

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

En el analisis estadistico se muestra la prueba de t-student para el coeficiente de correlacion el
valor de t obtenido es de 0,93 es inferior al valor de t_tabla 2,57 (p>0,05), concluyendo que como
el t calculado no pertenece a la region critica, no se rechaza la hipotesis nula HO, y se concluye
que no existe diferencia significativa entre los mejores tratamientos de sin micro encapsular
(50%E: 50% H20) y micro encapsulado (50%E: 50% H>0) en el % de concentracion de fenoles

en el Fruto.

Tabla 24-4: Pruebas t para medias de dos muestras emparejadas — Hojas

50% E -50% H:0 50% E —50% H:20
Media 52,10 46,85
Varianza 471,67 139,57
Observaciones 6,00 6,00
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,10
Diferencia hipotética de las medias 0,00
Grados de libertad 5,00
Estadistico t 1,19
P(T<=t) una cola 0,14
Valor critico de t (una cola) 2,02
P(T<=t) dos colas 0,29
Valor critico de t (dos colas) 2,57

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023
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En la tabla 24 — 4, se puede obser el analisis estadistico se empled la prueba t de Student para
determinar si existen diferencias significativas entre los extractos sin micorencapsular y
microencapsulado, donde el valor obtenido de t fue 0.93, inferior al valor critico de t_tabla de
2.57 (p > 0.05). Esto lleva a la conclusion de que, al no estar el valor calculado de t en la region
critica, se acepta la hipotesis nula (HO) y se rechazada la hipotesis alternativa. Por lo tanto, se
concluye que no hay una diferencia significativa entre los tratamientos de sin microencapsular
(50% E: 50% H»0) y microencapsulado (50% E: 50% H>0) en el porcentaje de concentracion de

fenoles en el fruto

e Capacidad antioxidante del fruto del mortiiio

En la tabla 12- 4 se muestra el andlisis estadistico de prueba de t-student para el coeficiente de
correlacion el valor de t obteniendo un valor de -5,78 x 10"° que es inferior al valor de t_tabla
2,57(p>0,05), concluyendo que como t_calculado no pertenece a la region critica, se acepta la
hipotesis nula HO, y se concluye que no existe diferencia significativa entre los mejores
tratamientos de sin micro encapsular (100% etanol) y micro encapsulado (100% etanol) en el %

de Inhibicion DPPH en el Fruto.

Tabla 25-4: Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

100% Etanol 100% Etanol
Media 68,56716418 68,56716418
Varianza 5,510002228 3,687948318
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,573323815
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t -5,78061x10-15
P(T<=t) una cola 0,5
Valor critico de t (una cola) 2,015048373
P(T<=t) dos colas 1
Valor critico de t (dos colas) 2,570581836

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

e Capacidad antioxidante de las hojas del mortifio

En la tabla 26 — 4 se muestra el analisis estadistico de prueba de t-student para el coeficiente de

correlacion el valor de t obteniendo un valor de 1,66 que es inferior al valor de t tabla
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2,57(p>0,05), concluyendo que como t calculado no pertenece a la region critica, se acepta la
hipoétesis nula HO, y se concluye que no existe diferencia significativa entre los mejores
tratamientos de sin micro encapsular (100% etanol) y micro encapsulado (100% etanol) en el %

de Inhibicion DPPH en la Hoja.

Tabla 26-4: Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

100% Etanol 100% Etanol
Media 88,05970149 87,40298507
Varianza 0,380663845 2,065849855
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,853698852
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 1,665901965
P(T<=t) una cola 0,078306081
Valor critico de t (una cola) 2,015048373
P(T<=t) dos colas 0,156612162
Valor critico de t (dos colas) 2,570581836

Realizado por: Landeta, Liseth y Macas, Cristian, 2023

4.2. Comprobacion de la hipdtesis

El extracto de las hojas y frutos de mortiiio utilizando variaciones en soluciones de etanol y agua

son iguales o diferentes en referente a la concentracion de flavonoides.

Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, debido a que existe diferencia
significativa entre los tratamientos o concentraciones, obteniendo como resultado normalidad y
varianzas homogéneas lo cual determina la valides de los datos del analisis, determinando que
entre los tratamientos o extractos 80%E:20%H20 y 100% E, existe una igualdad de concentracion
de flavonoides, la decision se lo toma en base al mejor promedio que en este caso es el extracto

con una concentracion de 80%E:20%H20 con un promedio de 49,10%.

El extracto sin microencapsular de las hojas y fruto de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales o diferentes en referente a la contraccion de fenoles.

Se rechaza la hipotesis nula (HO) y se acepta la hipotesis alternativa (Ha), y se concluye que al

menos 2 concentraciones de etanol y agua generan medias diferentes en él % de concentracion de
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fenoles en el fruto, esto quiere decir que el efecto de la concentracion de etanol y agua si influye

en ¢l % de concentracion de fenoles en el fruto y hojas del mortifio.

El extracto sin microencapsular de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los
porcentajes de etanol y agua son iguales o son diferentes en referente al % de inhibicion de

DPPH.

Se rechaza la hipotesis nula (HO) y se acepta la hipdtesis alternativa (Ha), llegando a la conclusion
que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes en el % de Inhibicion DPPH en el
Fruto, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion de Etanol y Agua si influye en el % de

Inhibicién del Fruto.

El extracto microencapsulado de las hojas y fruto de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales o son diferentes en referente a la contraccion de fenoles.

Se acepta la hipotesis alternativa (Ha) y se rechaza la hipotesis nula (H0), concluyendo que al
menos 2 concentraciones de etanol y agua generan medias diferentes en ¢l % de concentracion de
fenoles en el fruto, esto quiere decir que el efecto de la concentracion de etanol y agua si influye

en ¢l % de concentracion de fenoles en el fruto y hojas del mortifio.

El extracto microencapsular de las hojas y frutos de mortifio utilizando variaciones en los

porcentajes de etanol y agua son iguales o son diferentes en referente a la de inhibicion de DPPH.

Se rechaza la hipotesis nula (HO) y se acepta la hipotesis alternativa (Ha), llegando a la conclusion
que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes en el % de Inhibicion DPPH en el
Fruto, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion de Etanol y Agua si influye en él % de

Inhibicién del Fruto.
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CONCLUSIONES

o FEl andlisis comparativo entre el extracto y el microencapsulado de las hojas y el fruto del
mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) revela la eficacia del proceso de microencapsulacion en
la preservacion de los compuestos bioactivos en ambas partes de la planta, asi se destaca la
capacidad del método para contribuir con su estabilidad y potencial de aplicacion en diversas

industrias, como la alimentaria, farmacéutica o cosmética.

e Con el analisis del rendimiento de los extractos de hojas y frutos de mortifio con distintos
solventes orgénicos, se concluye que el extracto 2 en el solvente hidroalcohodlico fue de 29,89%
en hojas, para los frutos alcanzd el 49,1%, demostrando ser la opcién mas eficiente para obtener
los compuestos deseados, destacdindose por su método de extraccion y soluciones
hidroalcohdlicas, 80% Etanol: 20% H2O; lo que evidencia el potencial para aplicaciones futuras
en la extraccion de compuestos especificos de esta planta, promoviendo su uso en diversos

campos, como la medicina, la industria alimentaria o la cosmética.

e Luego de analizar exhaustivamente los metabolitos secundarios, la cuantificacion de
flavonoides y la capacidad antioxidante de los diferentes extractos obtenidos, se ha identificado
que el extracto 3 (80% Etanol - 20% H20) exhibe las caracteristicas mas prometedoras. Este
extracto se distingue por su alta concentracion de flavonoides, presencia de metabolitos
beneficiosos y una capacidad antioxidante notable. Estos hallazgos sugieren su potencial
aplicacion en la formulacion de productos con propiedades terapéuticas o funcionales, ofreciendo
una fuente valiosa de compuestos bioactivos para diversos sectores, desde la salud hasta la

industria cosmética y alimentaria.

e La aplicacion del método de spray drying para la obtencion de microencapsulados a partir de
los extractos de Vaccinium floribundum Kunth es importante para la conservacion y
aprovechamiento de los compuestos bioactivos presentes en esta planta. Este método ha
demostrado ser una técnica efectiva para microencapsular los extractos, preservando su integridad

y compuestos bioactivos ante factores externos que afecten su funcionalidad.

e Tras la implementacion del analisis estadistico en los datos obtenidos, se ha logrado una
discriminacion clara y precisa entre las distintas muestras. Estos métodos estadisticos han
permitido identificar patrones significativos, revelando diferencias y relaciones entre los
conjuntos de datos analizados, permitiendo una interpretacion fundamentada de los resultados.

Concluyendo que no existe diferencia entre microencapsulado y sin microencapsular la ventaja
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es que el microencapsulado ayudar a conservar, controlar su liberacion y facilitar su uso en una

variedad de aplicaciones, desde lo farmacéutico hasta la cosmética y la salud.
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RECOMENDACIONES

e Utiliza técnicas analiticas como HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion) o

espectroscopia para identificar y cuantificar los compuestos bioactivos presentes en el extracto.

e  Realiza pruebas de inhibicion contra diferentes cepas de microorganismos para determinar

la actividad antimicrobiana del extracto.

e Analiza parametros como el contenido de humedad, pH, densidad, viscosidad, etc., para

comprender mejor las propiedades fisicoquimicas del extracto.

e Evalia la estabilidad del extracto y el microencapsulado durante un periodo de

almacenamiento prolongado para identificar diferencias significativas.
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ANEXOS

ANEXO A: TEST ESTADISTICO ANOVA

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:="% DE CONCENTRACION DE FENOLES"
A= 80% etanol y 20 % agua
FACTOR DE INTERES: B= 50% etanol y 50 % agua
F:="% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA" C= 100% etanol y 0%
B agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)
MODELO Yi=ptoi+€ij
u media general de concentracion de fenol
oI efecto de la i-esimo concentracion de etanol y agua
€ error aleatorio atribuible al % concentracion de fenol producido por las diferentes concentracion de etanol y agua Y
Supuestos del Modelo
Estadistico

(:;:l-jk) es una muestrai.i.d normal N(0,0?%)

Z“i:O

i=1

Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribuciéon normal cero y varianza
Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.



Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales

—
(]
w
£
(9]
N

A 55,18518519 16,66666667 45,92592593 65.55555556 45,18518519 37.40740741
B 8,888888889 19,25925926 25,18518519 28,88888889 24,44444444 15,18518519
¢ 18,51851852 58,88888889 43,33333333 28,88888889 45,18518519 35,18518519

44,3209876
5
20,3086419
8
38,3333333
3

“|

Ho: UI=H2=[U3=L
Hi: WiFLj para cierto i y j
1 2 3 4 5 6 Yi. y_barra_i.
265,925925 | 44,3209876
A 33,18518519 16,66666667 4592592593 65,55555556 45,18518519 37,40740741 9 5
- 121,851851 | 20,3086419
8,888888889 19,25925926 25,18518519 28,88888889 24,44444444 15,18518519 9 8
C 38,3333333
18,51851852 58,38888889 43,33333333 28,88888889 45,18518519 35,18518519 230 3
k= 3
CONCENTRACION 5,31911121 0,01794837
n= 6 ES 1874,668496 2 937,3342478 1 4
N= 18 ERROR 2643,301326 15 176,2200884
FACTOR DE CORRECCION: 21202,74348 TOTAL 4517,969822 17
SCr= 4517,969822
SCrrar= 1874,668496




| sce= | 263301326 |

CONCENTRACIONES 1874,668496 2 937,3342478 5319111211 0,017948374 3,682320344
ERROR 2643,301326 15 176,2200884

TOTAL 4517,969822 17

CONCLUSION |

Region critica= (3.6823 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fu = 5.319 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Ho, y se concluye que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes
diferentes, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion si influye en el % de Concentracion de fenoles.

y_barra_2. y_barra_3. y_barra_1.

20,30864198 38,33333333 44,32098765
Alfa= 0,05

Cuantil t= 2,131449546
LSD= 16,33586504
Diferencia poblacional Diferencia muestral Comparacion LSD Decision
en valor absoluto

ul-u3 5,987654321 < 16,33586504 No Significativo
ul-u2 24,01234568 > 16,33586504 Significativo
u3-u2 18,02469136 > 16,33586504 Significativo

u2. u3. ul.




CONCLUSION:

Se aconseja utilizar la concentracion a un 80%Etanol 96%:20% agua destilada y concentracion de etanol al 100%, puesto que estos dos generan
medias iguales estadisticamente. Para escoger uno de los dos, podriamos fijarnos en la concentracion que genere la mayor media, que en este caso
es la concentracion a un 80%Etanol:20% agua.

qi=Zaifa 1

Yij Yij_techo eij €(j) Rango i alfa_i=(i-0.5)/N
35,18518519 44,32098765 10,86419753 -27,65432099 1 0,027777778
16,66666667 4432098765  -27,65432099 -19,81481481 2 0,083333333
45,92592593 44,32098765 1,604938272 -11,41975309 3 0,138888889
65,55555556 44,32098765 21,2345679 -9,444444444 4 0,194444444
45,18518519 44,32098765 0,864197531 -6,913580247 5 0,25
37,40740741 4432098765  -6,913580247 -5,12345679 6 0,305555556
8,888888889 20,30864198  -11,41975309 -3,148148148 7 0,361111111
19,25925926 20,30864198  -1,049382716 -1,049382716 8 0,416666667
25,18518519 20,30864198 4,87654321 0,864197531 9 0,472222222
28,38888889 20,30864198 8,580246914 1,604938272 10 0,527777778
24,44444444 20,30864198 4,135802469 4,135802469 11 0,583333333
15,18518519 20,30864198 -5,12345679 4,87654321 12 0,638888889
18,51851852 38,33333333  -19,81481481 5 13 0,694444444
58,88888889 38,33333333 20,55555556 6,851851852 14 0,75
43,33333333 38,33333333 5 8,580246914 15 0,805555556
28,38888889 38,33333333  -9,444444444 10,86419753 16 0,861111111
45,18518519 38,33333333 6,851851852 20,55555556 17 0,916666667
35,18518519 38,33333333 -3,148148148 21,2345679 18 0,972222222

1,914505825
1,382994127

1,085324908
-0,86163412
-0,67448975

0,508488059
0,355490418

0,210428394
-0,06968492

0,06968492
0,210428394
0,355490418
0,508488059

0,67448975

0,86163412
1,085324908
1,382994127
1,914505825

'8}
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ANEXO B: TEST ESTADISTICO ANOVA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL FRUTO

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:="% DE INHIBICION EN EL FRUTO"
A= 80% etanol y 20% agua
FACTOR DE INTERES: B= 50% etanol y 509
F:= "% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA" - /6o etanol y 50% agua
C= 20% etanol y 80% agua
D= 100% etanol y 0% agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)
MODELO Yi=ptairei
media general de concentracion de
K fenol
ol efecto de la i-esimo concentracion de etanol y agua
- error aleatorio atribuible al % concentracion de fenol producido por las diferentes concentracion de etanol y
YV agua Yy
Supuestos del Modelo

Estadistico

(.;:l-jk) es una muestrai.i.d normal N(0,0?%)
Yo
i=1

Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribuciéon normal cero y varianza
Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.
Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales



o
[
w
-
9]
=)

A 65,91044776 65,55223881 65,01492537 60,89552239 56,95522388 | 63,94029851
B 75,76119403 66,80597015 61,79104478 61,43283582 57,85074627 | 67,70149254
C 55,88059701 70,3880597 52,65671642 53,91044776 55,1641791 64,8358209
D 67,88059701 72,17910448 65,91044776 70,56716418 66,98507463 | 67,88059701

Ho: WI=H2=U3= 4=
Hi: WiFW; para cierto i y j
1 2 3 4 5 6 Yi. y_barra_i.
378,268656 | 63,0447761
A 6591044776 65,55223881 65,01492537 60,89552239 56,95522388 | 63,94029851 7 2
B 391,343283
75,76119403 66,80597015 61,79104478 61,43283582 57,85074627 | 67,70149254 6 65,2238806
C 352,835820 | 58,8059701
55,88059701 70,3880597 52,65671642 53,91044776 55,1641791 64,8358209 9 5
D 411,402985 | 68,5671641
67,88059701 72,17910448 65,91044776 70,56716418 66,98507463 | 67,88059701 1 8
k= 4
CONCENTRACIONE 3,70090168 0,02877089
n= 6 S 301,2011562 3 100,4303854 2 4
N= 24 ERROR 542,7346848 20 27,13673424
FACTOR DE CORRECCION: 98029,08799 TOTAL 844,0258409 23
SCr= 844,0258409




SCrrar= 301,2911562

SCi= 542,7346848
CONCENTRACIONES 301,2911562 3 100,4303854 3,700901682 0,028770894  3,098391212
ERROR 542,7346848 20 27,13673424
TOTAL 844,0258409 23
CONCLUSION |

Region critica= (3.0983 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fu = 3.7009 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Ho, y se concluye que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes,
esto quiere decir que el efecto de la Concentracion si influye en el % de Inhibicion del fruto.

y_barra_3. y_barra_1. y_barra_2. y_barra_4.
58,80597015 63,04477612 65,2238806 68,56716418
Alfa= 0,05
Cuantil t= 2,085963447
LSD= 6,273716032

Diferencia muestral | Comparacio

en valor absoluto n LSD Decision

Diferencia poblacional

u4-u2 3,343283582 < 6,273716032 No Significativo
u4-ul 5,52238806 < 6,273716032 No Significativo




ud4-u3 9,76119403 > 6,273716032 Significativo
u2-ul 2,179104478 < 6,273716032 No Significativo
u2-u3 6,417910448 > 6,273716032 Significativo
ul-u3 4,23880597 < 6,273716032 No Significativo
u3. ul. ul. ud.
u3. ul. ul. ud.
CONCLUSION:

Se aconseja utilizar la concentracion a un 80%-agua: 20% de etanol, concentracion de etanol a un 50%-agua : 50% de etanol y concentracion de
etanol al 100%, puesto que estos tres generan medias iguales estadisticamente. Para escoger uno de los tres, podriamos fijarnos en la concentracion
que genere la mayor media, que en este caso es la concentracion de etanol a un 100%.

Yij Yij_techo €jj €(ij) Rango i algfls—)i/;i- qi=Zalfa_1
6591044776 63,04477612 2,865671642 -7,373134328 1 0,020833333 2,036é34132
65,55223881 63,04477612 2,507462687 -6,149253731 2 0,0625 1,5341-20544
65,01492537 63,04477612 1,970149254 -6,089552239 3 0,104166667 1,2581-61561
60,89552239 63,04477612 2,1492-53731 -4,895522388 4 0,145833333 1,0544;72452
56,95522388 63,04477612 6,0895-52239 -3,791044776 5 0,1875 0,8871-46559
63,94029851 63,04477612 0,895522388 -3,641791045 6 0,229166667 0,7415_94044
75,76119403 65,2238806 10,53731343 -3,432835821 7 0,270833333  -0,61029461




66,80597015

61,79104478

61,43283582

57,85074627

67,70149254

55,88059701

70,3880597

52,65671642

53,91044776

55,1641791

64,8358209

67,88059701

72,17910448

65,91044776

70,56716418

66,98507463

67,88059701

65,2238806
65,2238806
65,2238806

65,2238806
65,2238806

58,80597015
58,80597015

58,80597015
58,80597015

58,80597015
58,80597015

68,56716418
68,56716418

68,56716418
68,56716418

68,56716418

68,56716418

1,582089552
3,432835821
3,791044776

7,373134328
2,47761194

2,925373134
11,58208955

6,149253731
4,895522388

3,641791045
6,029850746

0,686567164
3,611940299

2,656716418
2

1,582089552

0,686567164

-2,925373134
-2,656716418
-2,149253731

-1,582089552
-0,686567164

-0,686567164
0,895522388

1,582089552
1,970149254

2
2,47761194

2,507462687
2,865671642

3,611940299
6,029850746

10,53731343

11,58208955

10

11
12

13
14

15

16

17
18

19
20

21
22

23

24

0,3125
0,354166667
0,395833333

0,4375
0,479166667

0,520833333
0,5625

0,604166667
0,645833333

0,6875
0,729166667

0,770833333
0,8125

0,854166667
0,895833333

0,9375

0,979166667

0,488776411
-0,37409541

0,264146977

0,157310685
-0,05224518

0,05224518
0,157310685

0,264146977
0,37409541

0,488776411
0,61029461

0,741594044
0,887146559

1,054472452
1,258161561

1,534120544

2,036834132

NN

w

w

w

N N N N N
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ANEXO C: CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE HOJAS DEL MORTINO

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:= "% DE INHIBICION EN LA HOJA"
A= 80% etanol y 20% agua
. B= 0, 0,
FACTOR DE INTERES F:="% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA" 30% etanol y 50% agua
C= 20% etanol y 80% agua

= 100% etanol y 0% agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)

MODELO Yi=ptaigi
n media general de concentracion de fenol
ol efecto de la i-esimo concentracion de etanol y agua
€ii error aleatorio atribuible al % concentracion de fenol producido por las diferentes concentracion de etanol y agua Yu

Supuestos del Modelo Estadistico

(g:,-]-k) es una muestrai.i.d normal N(0,0?%)
Yo
i=1

Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribucion normal cero y varianza
Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.
Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales




1 2 3 4 5 6
A 86,32835821 86,86567164 86,86567164 85,07462687 86,32835821 85,97014925
B 85,79104478 85,6119403 83,82089552 84 84,89552239 83,82089552
C 86,86567164 88,11940299 87,40298507 85,6119403 86,50746269 87,76119403
D 88,11940299 85,79104478 86,68656716 89,01492537 88,8358209 85,97014925

Ho: UITH2=U3=4=1
Hi: WiFLj para cierto i y j
1 2 3 4 5 6 Yi. y_barra_i.
A 86,32835821 86,86567164 86,86567164 85,07462687 86,32835821 85,97014925 | 517,4328358 | 86,23880597
B 85,79104478 85,6119403 83,82089552 84 84,89552239 | 83,82089552 | 507,9402985 | 84,65671642
C 86,86567164 88,11940299 87,40298507 85,6119403 86,50746269 87,76119403 | 522,2686567 | 87,04477612
D 88,11940299 85,79104478 86,68656716 89,01492537 88,8358209 85,97014925 | 524,4179104 | 87,40298507
= 4 R s¢ 6L M fw valrp
n= 6 CONCENTRACIONES 26,82156382 3 8,940521274 8,591060879 0,000728281
N= 24 ERROR 20,81354422 20 1,040677211
FACTOR DE CORRECCION: 178892,9753 TOTAL 47,63510804 23
SCr= 47,63510804
SCrrar= 26,82156382
SCe= 20,81354422




CONCENTRACIONES 26,82156382 3 8,040521274 8,591060878 0,000728281  3,098391212
ERROR 20,81354422 20 1,040677211

TOTAL 47,63510804 23

CONCLUSION |

Region critica= (3.0983 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fu = 8.5905 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Ho, y se concluye que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes,
esto quiere decir que el efecto de la Concentracion si influye en el % de Inhibicion de la hojas.

y_barra_2. y_barra_1. y_barra_3. y_barra_4.
84,65671642 86,23880597 87,04477612 87,40298507
Alfa= 0,05
Cuantil t= 2,085963447
LSD= 1,228581832

Diferencia poblacional D:t:zzl;giaals:;ittl;al Comparacion LSD Decision
u4-u3 0,358208955 < 1,228581832 No Significativo
u4-ul 1,164179104 < 1,228581832 No Significativo
u4-u2 2,746268657 > 1,228581832 Significativo
u3-ul 0,805970149 < 1,228581832 No Significativo
u3-u2 2,388059701 > 1,228581832 Significativo




ul-u2 1,582089552 > 1,228581832 Significativo
u2. ul. u3. ud.
CONCLUSION:

Se aconseja utiliza la concentracion a un 80%-agua: 20% de etanol, concentracion de etanol a un 20%-agua : 80% de etanol y concentracion de

etanol al 100%, puesto que estos tres generan medias iguales estadisticamente. Para escoger uno de los tres, podriamos fijarnos en la
concentracion que genere la mayor media, que en este caso es la concentracion de etanol a un 100%.

Yi Yij_techo €ij €(ij) Rango i alfa_i=(i-0.5)/N qi=Zaifa 1
86,32835821 86,23880597 0,089552239 -1,611940299 1 0,020833333  -2,036834132 1
86,86567164 86,23880597 0,626865672 -1,432835821 2 0,0625 -1,534120544 1
86,86567164 86,23880597 0,626865672 -1,432835821 3 0,104166667  -1,258161561 1
85,07462687 86,23880597 -1,164179104 -1,164179104 4 0,145833333  -1,054472452 1
86,32835821 86,23880597 0,089552239 -0,835820896 5 0,1875 -0,887146559 1
85,97014925 86,23880597 -0,268656716 -0,835820896 6 0,229166667  -0,741594044 1
85,79104478 84,65671642 1,134328358 -0,71641791 7 0,270833333 -0,61029461 2

85,6119403 84,65671642 0,955223881 -0,656716418 8 0,3125 -0,488776411 2
83,82089552 84,65671642 -0,835820896 -0,537313433 9 0,354166667 -0,37409541 2
84 84,65671642 -0,656716418 -0,268656716 10 0,395833333  -0,264146977 2
84,89552239 84,65671642 0,23880597 -0,179104478 11 0,4375 -0,157310685 2
83,82089552 84,65671642 -0,835820896 0,089552239 12 0,479166667 -0,05224518 2
86,86567164 87,04477612 -0,179104478 0,089552239 13 0,520833333 0,05224518 3
88,11940299 87,04477612 1,074626866 0,23880597 14 0,5625 0,157310685 3
87,40298507 87,04477612 0,358208955 0,358208955 15 0,604166667 0,264146977 3
85,6119403 87,04477612 -1,432835821 0,626865672 16 0,645833333 0,37409541 3
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ANEXO D: TEST ESTSDISTICO ANOVA FENOLES TOTALES MICROENCAPSULADO

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:= "% DE CONCENTRACION DE FENOLES EN EL FRUTO"
o 80% etanol y 20 % agua
FACTOR DE INTERES: . B= 50% etanol y 50 % agua
F:="% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA"
C= 20% etanol y 80 % agua
D= 100% etanol y 0% agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)
MODELO Yimptans;
n media general de concentracion de fenol en el Fruto
oy efecto de la i-esima concentracion de etanol y agua
€jj error aleatorio atribuible al % concentracion de fenol en el fruto producido por las diferentes concentraciones de etanol y agua Y

Supuestos del Modelo Estadistico

(fijk) es una muestrai.i.d normal N(0,0?%)

Zaizo

i=1

Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribuciéon normal cero y varianza constante
Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.
Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales



1 2 3 4 5 6
A 11,85185185 16,2962963 8,148148148 22,59259259 11,85185185 24,81481481
B 37,40740741 37,03703704 31,48148148 37,77777778 44,81481481 38,14814815
C 11,85185185 9,259259259 15,18518519 12,96296296 10,37037037 18,88888889
D 33,7037037 37,77777778 31,48148148 28,88888889 36,2962963 35,55555556

Ho: VS i L B
H;: Wi#W; para cierto iy j
1 2 3 4 5 6 Yi y_barra_i.
A 11,85185185 16,2962963 8,148148148 22,59259259 11,85185185 24,81481481 95,55555556 15,92592593
B 37,40740741 37,03703704 31,48148148 37,77777778 44,81481481 38,14814815 226,6666667 37,77777778
C 11,85185185 9,259259259 15,18518519 12,96296296 10,37037037 18,88888889 | 78.51851852 13,08641975
D 33,7037037 37,77777778 31,48148148 28,88888889 36,2962963 35,55555556 | 203,7037037 | 33,95061728
n= 6 CONCENTRACIONES 2805,121171 3 935,0403902 44,16702664 5,22653E-09
N= 24 ERROR 423 4110654 20 21,17055327
FACTOR DE CORRECCION: 15223,04527 TOTAL 3228,532236 23
SCr= 3228,532236
SCrrar= 2805,121171
SCr= 423,4110654




CONCENTRACIONES 2805,121171 3 935,0403902 44,16702664 5,22653E-09 3,098391212 3,098391212

ERROR 423,4110654 20 21,17055327
TOTAL 3228,532236 23
CONCLUSION |

Region critica= (3.098 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fy =44.167 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Hy y se concluye que al menos 2 Concentraciones de Etanol y Agua generan medias diferentes
en el % de Concentracion de Fenoles en el Fruto, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion de Etanol y Agua si influye en el % de Concentracion de Fenoles en el Fruto.

y_barra_3. y_barra_1. y_barra_4. y_barra_2.
13,08641975 15,92592593 33,95061728 37,77777778
Alfa= 0,05
Cuantil t= 2,085963447
LSD= 5,541306476

Diferencia poblacional Dife:;l]l::aagl:ﬁitt?l en Comparacion LSD Decision
u2-u4 3,827160494 < 5,541306476 No Significativo
u2-ul 21,85185185 > 5,541306476 Significativo
u2-u3 24,69135802 > 5,541306476 Significativo
u4-ul 18,02469136 < 5,541306476 Significativo
u4-u3 20,86419753 > 5,541306476 Significativo
ul-u3 2,839506173 < 5,541306476 No Significativo




u3.

ul.

ud.

u2.

CONCLUSION:

Se aconseja utilizar la concentracion de etanol a un 50%-agua a un 50% y concentracion de etanol al 100%, puesto que estos dos generan medias iguales
estadisticamente en el % de concentracion de fenoles en el Fruto. Para escoger uno de los dos, podriamos fijarnos en la concentraciéon que genere la mayor

media (maximiza), en este caso es la concentracion de etanol a un 50%-agua a un 50%.

Y; Yij_techo [ €Gij) Rango i alfa_i=(i-0.5)/N qi=Zaa_1

11,85185185 15,92592593 -4,074074074 -1,777777778 1 0,020833333 -2,036834132 1
16,2962963 15,92592593 0,37037037 -6,296296296 2 0,0625 -1,534120544 1
8,148148148 15,92592593 -1,777777778 -5,061728395 3 0,104166667 -1,258161561 1
22,59259259 15,92592593 6,666666667 -4,074074074 4 0,145833333 -1,054472452 1
11,85185185 15,92592593 -4,074074074 -4,074074074 5 0,1875 -0,887146559 1
24,81481481 15,92592593 8,888888889 -3,827160494 6 0,229166667 -0,741594044 1
37,40740741 37,77777778 -0,37037037 -2,716049383 7 0,270833333 -0,61029461 2
37,03703704 37,77777778 -0,740740741 -2,469135802 8 0,3125 -0,488776411 2
31,48148148 37,77777778 -6,296296296 -1,234567901 9 0,354166667 -0,37409541 2
37,77777778 37,77777778 0 -0,740740741 10 0,395833333 -0,264146977 2
44,81481481 37,77777778 7,037037037 -0,37037037 11 0,4375 -0,157310685 2
38,14814815 37,77777778 0,37037037 -0,24691358 12 0,479166667 -0,05224518 2
11,85185185 13,08641975 -1,234567901 -0,12345679 13 0,520833333 0,05224518 3
9,259259259 13,08641975 -3,827160494 0 14 0,5625 0,157310685 3
15,18518519 13,08641975 2,098765432 0,37037037 15 0,604166667 0,264146977 3
12,96296296 13,08641975 -0,12345679 0,37037037 16 0,645833333 0,37409541 3
10,37037037 13,08641975 -2,716049383 1,604938272 17 0,6875 0,488776411 3
18,88888889 13,08641975 5,802469136 2,098765432 18 0,729166667 0,61029461 3
33,7037037 33,95061728 -0,24691358 2,345679012 19 0,770833333 0,741594044 4
37,77777778 33,95061728 3,827160494 3,827160494 20 0,8125 0,887146559 4




31,48148148 33,95061728 -2,469135802 5,802469136 21 0,854166667 1,054472452 4
28,38838889 33,95061728 -5,061728395 6,666666667 22 0,895833333 1,258161561 4
36,2962963 33,95061728 2,345679012 7,037037037 23 0,9375 1,534120544 4
35,55555556 33,95061728 1,604938272 8,888888889 24 0,979166667 2,036834132 4
2,5 10
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ANEXO E: TEST ESTADISTICO ANOVA FENOLES TOTALES HOJAS

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:="% DE CONCENTRACION DE FENOLES EN LA HOJA"
A= 80% etanol y 20 % agua
FACTOR DE INTERES: i B= 50% etanol y 50 % agua
F:="% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA"
C= 20% etanol y 80 % agua
D= 100% etanol y 0% agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)
MODELO N
n media general de concentracion de fenol en la hoja
o efecto de la i-esima concentracion de etanol y agua
€jj error aleatorio atribuible al % concentracion de fenol en la hoja producido por las diferentes concentraciones de etanol y agua Y

Supuestos del Modelo Estadistico

(&ijk) es una muestrai.i.d normal N(O, %)
4

Zai=0

i=1



Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribucion normal cero y varianza constante
Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.

Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales

1 2 3 4 S| 6
A 26,66666667 25,18518519 30,74074074 32,59259259 37,77777778 30
B 49,62962963 30,37037037 SLIT111111 48,14814815 64,44444444 37,40740741
C 19,25925926 10,37037037 13,33333333 10,74074074 8,888888889 16,66666667
D 15,18518519 17,03703704 12,59259259 9,62962963 22,96296296 26,2962963

Ho:

2 i 2 2

H1:

Wi#,; para cierto iy j

2 3 4 5 6 Yi. y_barra_i.
A 26,66666667 25,18518519 30,74074074 32,59259259 37,77777778 30 182,962963 30,49382716
B 49,62962963 30,37037037 SLI1111111 48,14814815 64,44444444 37,40740741 2811111111 46,85185185
C 19,25925926 10,37037037 13,33333333 10,74074074 8,888888889 16,66666667 79,25925926 13,20987654
D 15,18518519 17,03703704 12,59259259 9,62962963 22,96296296 26,2962963 103,7037037 17,28395062




e 6 CONCENTRACIONES 4145193187 3 1381,731062  25,62569343 4,68973E-07
N= 24 ERROR 1078.395062 20 53,91975309

FACTOR DE CORRECCION: 17444,03864 TOTAL 5223,588249 23

SCr= 5223,588249

SCrrar= 4145,193187

SCg= 1078,395062

CONCENTRACIONES 4145,193187 3 1381,731062 25,62569343 4,68973E-07 3,098391212 3,098391212

ERROR 1078,395062 20 53,91975309

TOTAL 5223,588249 23

CONCLUSION

Region critica= (3.098 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fy = 25.627 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Hy, y se concluye que al menos 2 Concentraciones de Etanol y Agua generan medias
diferentes en el % de Concentracion de Fenoles en la Flor, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion de Etanol y Agua si influye en el % de Concentracion de Fenoles

en la Flor.

y_barra_3.

y_barra_4. y_barra_1. y_barra_2.




13,20987654 17,28395062 30,49382716 46,85185185

Alfa= 0,05
Cuantil t= 2,085963447
LSD= 8,843415165

Diferencia poblacional G G Comparacion LSD Decisiéon
en valor absoluto
u2-ul 16,35802469 > 8,843415165 Significativo
u2-u4 29,56790123 > 8,843415165 Significativo
u2-u3 33,64197531 > 8,843415165 Significativo
ul-u4 13,20987654 > 8,843415165 Significativo
ul-u3 17,28395062 > 8,843415165 Significativo
u4-u3 4,074074074 < 8,843415165 No Significativo
u3. u4. ul. u2.

CONCLUSION:

Se aconseja utilizar la concentracion de etanol al 100%, ya que este es el que maximiza el % de concentracion de fenoles.




Y Yij techo ejj €ij) Rango i alfa_i=(i-0.5)/N qi=Zaia_1
26,66666667 30,49382716 -3,827160494 -16,48148148 1 0,020833333 -2,036834132 !
25,18518519 30,49382716 -5,308641975 -9,444444444 2 0,0625 -1,534120544 1
30,74074074 30,49382716 0,24691358 -7,654320988 3 0,104166667 -1,258161561 !
32,59259259 30,49382716 2,098765432 -5,308641975 4 0,145833333 -1,054472452 !
37,77777778 30,49382716 7,283950617 -4,691358025 5 0,1875 -0,887146559 !

30 30,49382716 -0,49382716 -4,320987654 6 0,229166667 -0,741594044 1
49,62962963 46,85185185 2777777778 -3,827160494 7 0,270833333 -0,61029461 2
30,37037037 46,85185185 -16,48148148 -2,839506173 8 0,3125 -0,488776411 2
S1,11111111 46,85185185 4,259259259 -2,469135802 9 0,354166667 -0,37409541 2
48,14814815 46,85185185 1,296296296 -2,098765432 10 0,395833333 -0,264146977 2
64,44444444 46,85185185 17,59259259 -0,49382716 11 0,4375 -0,157310685 2
37,40740741 46,85185185 -9,444444444 -0,24691358 12 0,479166667 -0,05224518 2
19,25925926 13,20987654 6,049382716 0,12345679 13 0,520833333 0,05224518 3
10,37037037 13,20987654 -2,839506173 0,24691358 14 0,5625 0,157310685 3
13,33333333 13,20987654 0,12345679 1,296296296 15 0,604166667 0,264146977 3
10,74074074 13,20987654 -2,469135802 2,098765432 16 0,645833333 0,37409541 3
8,888888889 13,20987654 -4,320987654 2,777777778 17 0,6875 0,488776411 3
16,66666667 13,20987654 3,456790123 3,456790123 18 0,729166667 0,61029461 3
15,18518519 17,28395062 -2,098765432 4,259259259 19 0,770833333 0,741594044 4
17,03703704 17,28395062 -0,24691358 5,679012346 20 0,8125 0,887146559 4
12,59259259 17,28395062 -4,691358025 6,049382716 21 0,854166667 1,054472452 4
9,62962963 17,28395062 -7,654320988 7,283950617 22 0,895833333 1,258161561 4
22,96296296 17,28395062 5,679012346 9,012345679 23 0,9375 1,534120544 4
26,2962963 17,28395062 9,012345679 17,59259259 24 0,979166667 2,036834132 4
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ANEXO F: TEST ESTADISTICO ANOVA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE FRUTO DEL MORINO

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:="% DE INHIBICION DPPH EN EL FRUTO"
A= 80% etanol y 20% agua
FACTOR DE INTERES: . B= 9 1 9
cro NTERES F:= "% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA" 30% etanol y 50% agua
C= 20% etanol y 80% agua
D= 100% etanol y 0% agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)
MODELO Yimptone;
n media general de inhibicion DPPH en el fruto
oy efecto de la i-esima concentracion de etanol y agua
€jj error aleatorio atribuible al % de inhibicion DPPH en el Fruto producido por las diferentes concentraciones de etanol y agua Yj;

Supuestos del Modelo Estadistico

(fii") es una muestrai.i.d normal N(0,0?%)

Zai=0

i=1

Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribucion normal cero y varianza constante

Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.
Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales



1 2 3 4 5 6
A 66,26865672 66,98507463 67,34328358 69,85074627 70,56716418 67,88059701
B 75,04477612 72 62,86567164 60,35820896 59,82089552 65,73134328
C 56,23880597 69,85074627 56,7761194 56,23880597 57,31343284 66,26865672
D 68,23880597 71,64179104 69,31343284 68,05970149 65,73134328 68,41791045

Hy: W=Mo=Hs=He=[
H;: WiFW; para cierto iy j
1 2 3 4 5 6 Yi. y_barra_i.
A 66,26865672 66,98507463 67,34328358 69,85074627 70,56716418 67,88059701 408,8955224 68,14925373
B 75,04477612 72 62,86567164 60,35820896 59,82089552 65,73134328 395,8208955 65,97014925
C 56,23880597 69,85074627 56,7761194 56,23880597 57,31343284 66,26865672 362,6865672 60,44776119
D 68,23880597 71,64179104 69,31343284 68,05970149 65,73134328 68,41791045 411,4029851 68,56716418
- s N s e oM valep
n= 6 CONCENTRACIONES 251,103141 3 83,701047 4,067705965 0,020810173
N= 24 ERROR 411,5393183 20 20,57696592
FACTOR DE CORRECCION: 103859,5121 TOTAL 662,6424593 23
SCr= 662,6424593
SCrrat= 251,103141
SCe= 411,5393183

CONCENTRACIONES 251,103141 3 83,701047 4,067705965 0,020810173 3,098391212



ERROR 411,5393183 20 20,57696592
TOTAL 662,6424593 23

CONCLUSION |

Region critica= (3.0983 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fi; = 4.0677 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Hy, y se concluye que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes en el % de
Inhibicion DPPH en el Fruto, esto quiere decir que el efecto de la Concentracién de Etanol y Agua si influye en el % de Inhibicion del Fruto.

y_barra_3. y_barra_2. y_barra_1. y_barra_4.

60,44776119 65,97014925 68,14925373 68,56716418
Alfa= 0,05

Cuantil t= 2,085963447
LSD= 5,463069627

Diferencia
Diferencia poblacional muestral en valor | Comparacion LSD Decisién
absoluto

u4-ul 0,417910448 < 5,463069627 No Significativo
u4-u2 2,597014925 < 5,463069627 No Significativo
u4-u3 8,119402985 > 5,463069627 Significativo
ul-u2 2,179104478 < 5,463069627 No Significativo
ul-u3 7,701492537 > 5,463069627 Significativo
u2-u3 5,52238806 < 5,463069627 Significativo

u3. u2. ul. ud.




u3.

ul.

u2.

ud.

CONCLUSION:

Se aconseja utilizar la concentracion de etanol a un 80%-agua a un 20%, concentracion de etanol a un 50%-agua a un 50% y concentracion de etanol al
100%, puesto que estos tres generan medias iguales estadisticamente en el % de Inhibicion DPPH en el fruto. Para escoger uno de los tres, podriamos
fijarnos en la concentracion que genere la mayor media (maximize), que en este caso es la concentracion de etanol a un 100%.

Y Yij_techo €jj €ij) Rango i alfa_i=(i-0.5)/N 4 =Zaita 1
66,26865672 68,14925373 -1,880597015 -6,149253731 1 0,020833333 -2,036834132 1
66,98507463 68,14925373 -1,164179104 -5,611940299 2 0,0625 -1,534120544 1
67,34328358 68,14925373 -0,805970149 -4,208955224 3 0,104166667 -1,258161561 1
69,85074627 68,14925373 1,701492537 -4,208955224 4 0,145833333 -1,054472452 1
70,56716418 68,14925373 2,417910448 -3,671641791 5 0,1875 -0,887146559 1
67,88059701 68,14925373 -0,268656716 -3,134328358 6 0,229166667 -0,741594044 1
75,04477612 65,97014925 9,074626866 -3,104477612 7 0,270833333 -0,61029461 2

72 65,97014925 6,029850746 -2,835820896 8 0,3125 -0,488776411 2
62,86567164 65,97014925 -3,104477612 -1,880597015 9 0,354166667 -0,37409541 2
60,35820896 65,97014925 -5,611940299 -1,164179104 10 0,395833333 -0,264146977 2
59,82089552 65,97014925 -6,149253731 -0,805970149 11 0,4375 -0,157310685 2
65,73134328 65,97014925 -0,23880597 -0,507462687 12 0,479166667 -0,05224518 2
56,23880597 60,44776119 -4,208955224 -0,328358209 13 0,520833333 0,05224518 3
69,85074627 60,44776119 9,402985075 -0,268656716 14 0,5625 0,157310685 3
56,7761194 60,44776119 -3,671641791 -0,23880597 15 0,604166667 0,264146977 3
56,23880597 60,44776119 -4,208955224 -0,149253731 16 0,645833333 0,37409541 3
57,31343284 60,44776119 -3,134328358 0,746268657 17 0,6875 0,488776411 3
66,26865672 60,44776119 5,820895522 1,701492537 18 0,729166667 0,61029461 3
68,23880597 68,56716418 -0,328358209 2,417910448 19 0,770833333 0,741594044 4
71,64179104 68,56716418 3,074626866 3,074626866 20 0,8125 0,887146559 4
69,31343284 68,56716418 0,746268657 5,820895522 21 0,854166667 1,054472452 4
68,05970149 68,56716418 -0,507462687 6,029850746 22 0,895833333 1,258161561 4
65,73134328 68,56716418 -2,835820896 9,074626866 23 0,9375 1,534120544 4




68,41791045 68,56716418 -0,149253731 9,402985075 24 0,979166667 2,036834132 4
Normalidad VARIANZA
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ANEXO G: TEST ESTADISTICO ANOVA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE HOJAS DEL MORTINO

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE RESPUESTA:
Y:="% DE INHIBICION DPPH EN LA HOJA"
= 80% etanol y 20% agua
FACTOR DE INTERES: . B= 9 1 9
cro NTERES F:= "% DE CONCENTRACION DE ETANOL Y AGUA" 30% etanol y 50% agua
C= 20% etanol y 80% agua
D= 100% etanol y 0% agua
DCA (DISENO COMPLEETAMENTE AL AZAR)
MODELO Yi=ptosE;
n media general de inhibicion DPPH en la hoja
o efecto de la i-esima concentracion de etanol y agua
€jj error aleatorio atribuible al % de inhibicion DPPH en la Hoja producido por las diferentes concentraciones de etanol y agua Y

Supuestos del Modelo Estadistico

(fijk) es una muestrai.i.d normal N(0,0?%)

Zai=0

i=1

Normalidad: Los errores del modelo tienen una distribucion normal cero y varianza constante

Independencia: Los resultados obtenidos en el experimento son independientes entre si.
Homocedaticidad: Las diferentes poblaciones generadas por los diferentes tratamientos tienen variancias iguales



1 2 3 4 5 6
A 87,2238806 86,32835821 85,43283582 85,6119403 85,25373134 86,14925373
B 85,43283582 86,68656716 84,35820896 83,46268657 84,71641791 84,53731343
C 87,2238806 87,76119403 87,04477612 86,68656716 86,14925373 88,29850746
D 87,94029851 87,2238806 87,76119403 89,01492537 88,47761194 87,94029851

Hy: === {1=]t
H;: WM para cierto iy j
1 2 3 4 5 6 Yi. y_barra_i.
A 87,2238806 86,32835821 85,43283582 85,6119403 85,25373134 86,14925373 516 86
B 85,43283582 86,68656716 84,35820896 83,46268657 84,71641791 84,53731343 509,1940299 84,86567164
C 87,2238806 87,76119403 87,04477612 86,68656716 86,14925373 88,29850746 523,1641791 87,19402985
D 87,94029851 87,2238806 87,76119403 89,01492537 88,47761194 87,94029851 528,358209 88,05970149
n= 6 CONCENTRACIONES 34,99086656 3 11,66362219 17,32102686 8,79287E-06
N= 24 ERROR 13,46758744 20 0,673379372
FACTOR DE CORRECCION: 179697,9617 TOTAL 48,458454 23
SCr= 48,458454
SCrrat= 34,99086656
SCe= 13,46758744

CONCENTRACIONES 34,99086656 3 11,66362219 17,32102686 8,79287E-06 3,098391212



ERROR 13,46758744 20 0,673379372
TOTAL 48,458454 23

CONCLUSION |

Region critica= (3.0983 , +¥), con un alfa del 5%

Puesto que fi; = 8.5905 pertenece a la Region Critica, se rechaza la hipotesis nula Hy, y se concluye que al menos 2 Concentraciones generan medias diferentes en el % de
Inhibicion DPPH en la Hoja, esto quiere decir que el efecto de la Concentracion si influye en el % de Inhibicion de la Hoja.

y_barra_2. y_barra_1. y_barra_3. y_barra 4.
84,86567164 86 87,19402985 88,05970149
Alfa= 0,05
Cuantil t= 2,085963447
LSD= 0,988270816

Diferencia poblacional ] Comparacion LSD Decisiéon
en valor absoluto
u4-u3 0,865671642 < 0,988270816 No Significativo
u4-ul 2,059701493 > 0,988270816 Significativo
u4-u2 3,194029851 > 0,988270816 Significativo
u3-ul 1,194029851 > 0,988270816 Significativo
u3-u2 2,328358209 > 0,988270816 Significativo
ul-u2 1,134328358 > 0,988270816 Significativo
u2. ul. u3. u4.

CONCLUSION:




Se aconseja utiliza la concentracion de etanol a un 80%-agua a un 20%, concentracion de etanol a un 20%-agua a un 80% y concentracion de etanol al 100%,
puesto que estos tres generan medias iguales estadisticamente en el % de Inhibicion DPPH en la Hoja. Para escoger uno de los tres, podriamos fijarnos en la
concentracion que genere la mayor media (maximice), que en este caso es la concentracion de etanol a un 100%.

Y;; Yij techo [ [ Rango i alfa_i=(i-0.5)/N qi=Zaa_1

87,2238806 86 1,223880597 -1,402985075 1 0,020833333 -2,036834132 1
86,32835821 86 0,328358209 -1,044776119 2 0,0625 -1,534120544 1
85,43283582 86 -0,567164179 -0,835820896 3 0,104166667 -1,258161561 1
85,6119403 86 -0,388059701 -0,746268657 4 0,145833333 -1,054472452 1
85,25373134 86 -0,746268657 -0,567164179 5 0,1875 -0,887146559 1
86,14925373 86 0,149253731 -0,507462687 6 0,229166667 -0,741594044 1
85,43283582 84,86567164 0,567164179 -0,507462687 7 0,270833333 -0,61029461 2
86,68656716 84,86567164 1,820895522 -0,388059701 8 0,3125 -0,488776411 2
84,35820896 84,86567164 -0,507462687 -0,328358209 9 0,354166667 -0,37409541 2
83,46268657 84,86567164 -1,402985075 -0,298507463 10 0,395833333 -0,264146977 2
84,71641791 84,86567164 -0,149253731 -0,149253731 11 0,4375 -0,157310685 2
84,53731343 84,86567164 -0,328358209 -0,149253731 12 0,479166667 -0,05224518 2
87,2238806 87,19402985 0,029850746 -0,119402985 13 0,520833333 0,05224518 3
87,76119403 87,19402985 0,567164179 -0,119402985 14 0,5625 0,157310685 3
87,04477612 87,19402985 -0,149253731 0,029850746 15 0,604166667 0,264146977 3
86,68656716 87,19402985 -0,507462687 0,149253731 16 0,645833333 0,37409541 3
86,14925373 87,19402985 -1,044776119 0,328358209 17 0,6875 0,488776411 3
88,29850746 87,19402985 1,104477612 0,417910448 18 0,729166667 0,61029461 3
87,94029851 88,05970149 -0,119402985 0,567164179 19 0,770833333 0,741594044 4
87,2238806 88,05970149 -0,835820896 0,567164179 20 0,8125 0,887146559 4
87,76119403 88,05970149 -0,298507463 0,955223881 21 0,854166667 1,054472452 4
89,01492537 88,05970149 0,955223881 1,104477612 22 0,895833333 1,258161561 4
88,47761194 88,05970149 0,417910448 1,223880597 23 0,9375 1,534120544 4
87,94029851 88,05970149 -0,119402985 1,820895522 24 0,979166667 2,036834132 4
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ANEXO H: TEST ESTADISTICO T- STUDENT DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS MICROENCAPSULADO Y SIN MICROENCAPSULAR

t de Studen para muestras realcionadas

FRUTO
Ho: pa=0
Hi: pa#0
MEJORES TRATAMIENTOS
SIN MICROENCAPSULAR | MICROENCAPSULAD
50% E: 50% H20 50% E: 50% H20 d

55,18518519 37,40740741 17,77777778
16,66666667 37,03703704 -20,37037037
45,92592593 31,48148148 14,44444444
65,55555556 37,77777778 2777777778
45,18518519 44,81481481 0,37037037

37,40740741

38,14814815

-0,740740741

MEDIA 6,543209877
DESVIACION
ESTANDAR 17,05903036

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

50% ETANOL Y 50%
AGUA

50% ETANOL Y 50%
AGUA




= 6 Media 44,32098765 37,77777778

Varianza 276,9638775 17,99725652
GL= 5 Observaciones 6 6
ALFA= 0,05 boson e 0,027978231
Diferencia hipotética de las medias 0
t_calculado= 0,939533206 Grados de libertad 5
t_critico= 2,570581836 Estadistico t 0,939533206
P(T<=t) una cola 0,195296141
| p-valor= | 0,390592281 ‘ Valor critico de t (una cola) 2,015048373
P(T<=t) dos colas 0,390592281
| Region critica= | (-0, -2.5706],[2.5706, +o0) ‘ Valor critico de t (dos colas) 2,570581836
CONCLUSION: |

Como el t_calculado no pertenece a la region critica, no se rechaza la hipotesis nula Ho, y se
concluye que no existe diferencia significativa entre los mejores tratamientos de sin micro
encapsular (100% etanol) y micro encapsulado (100% etanol) en el % de concentracion de fenoles
en el Fruto.




FRUTO

t de Studen para muestras realcionadas

Ho: wa=0
Hi: a0
MEJORES TRATAMIENTOS
SIN
MICROENCAPSULADO D e
100% ETANOL 100% ETANOL d

67,88059701 68,23880597 -0,358208955
72,17910448 71,64179104 0,537313433
65,91044776 69,31343284 -3,402985075

70,56716418 68,05970149 2,507462687
66,98507463 65,73134328 1,253731343
67,88059701 68,41791045 -0,537313433
MEDIA -4,73695E-15 Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
DESVIACION
ESTANDAR 2,007249059
100% ETANOL 100% ETANOL
n= 6 Media 68,56716418 68,56716418
Varianza 5,510002228 3,687948318
GL= 5 Observaciones 6 6
_ Coeficiente de correlacion de
AL 0,05 Pearson 0,573323815
Diferencia hipotética de las medias 0
t_calculado= -5,78061E-15 Grados de libertad 5
t_critico= 2,570581836 Estadistico t -5,78061E-15




p-valor= l 1 ‘

Region critica= ‘ (-0, -2.5706],[2.5706, +o0) ‘

CONCLUSION: ‘

P(T<=t) una cola 0,5

Valor critico de t (una cola) 2,015048373
P(T<=t) dos colas 1
Valor critico de t (dos colas) 2,570581836

Como el t_calculado no pertenece a la region critica, no se rechaza la hipotesis nula Ho, y se
concluye que no existe diferencia significativa entre los mejores tratamientos de sin micro
encapsular (100% etanol) y micro encapsulado (100% etanol) en el % de Inhibicion DPPH en el

Fruto.
HOJA
Ho: wa=0
Hi: ud#0
MEJORES TRATAMIENTOS
SIN
MICROENCAPSULADO BALCLE O AL AIDILALD
100% ETANOL 100% ETANOL d

87,94029851 88,11940299 -0,179104478
87,2238806 85,79104478 1,432835821
87,76119403 86,68656716 1,074626866
89,01492537 89,01492537 0
88,47761194 88,8358209 -0,358208955
87,94029851 85,97014925 1,970149254




0,656716418

0,965615122

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

MEDIA
DESVIACION
ESTANDAR
n= 6
GL= 5
t_calculado= 1,665901965
t_critico= 2,570581836
p-valor= l 0,156612162
Region critica= ‘ (-00, -2.5706],[2.5706, +o0) ‘
CONCLUSION: ‘

100% ETANOL 100% ETANOL
Media 88,05970149 87,40298507
Varianza 0,380663845 2,065849855
Observaciones 6 6

Coeficiente de correlacion de
Pearson

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

0,853698852

0

5
1,665901965
0,078306081
2,015048373
0,156612162
2,570581836

Como el t_calculado no pertenece a la region critica, no se rechaza la hipotesis nula Ho, y se
concluye que no existe diferencia significativa entre los mejores tratamientos de sin micro
encapsular (100% etanol) y micro encapsulado (100% etanol) en el % de Inhibicion DPPH en la

Hoja.
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